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Liste des abréviations 
 
AAA+ ATPases :  ATPases associated with various cellular activities  
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
ADNc : Acide Désoxyribonucléique complémentaire 
APOC3 :  Apolipoprotein C3  
APOM :  Apolipoprotein M  
AREG : Amphiréguline 
ARG1 : Arginase 1 
ARN : Acide Ribonucléique 
ARNm : Acide Ribonucléique messager 
ARNr : Acide Ribonucléique ribosomal 
ATM : Ataxia telangiectasia mutated 
ATR : ATM and Rad3-related 
CHC : Carcinome hépatocellulaire 
c-Myc :  v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)  
Dox : Doxycycline 
FRrR2 : Flag-Reptine résistante au siR2  
FRD299NrR2 : Flag-Reptine mutée D299N résistante au siR2  
FRE300GrR2 : Flag-Reptine mutée E300G résistante au siR2  
HEK293 :  Human Embryonic Kidney 293 cells 
HNF4α :  Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha  
HUVEC :  Human Umbilical Vein Endothelial Cells  
IR : Infra-rouge 
LEF :  Lymphoid enhancer factor  
Lik :  liebeskummer  
mTOR :  mammalian Target Of Rapamycin  
PIKK :  PI3K-related kinase  
R2TP : Ruvbl1-Ruvbl2-Tah1-Pih1 
RT-qPCR : Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
siRNA :  small interfering RNA  (petit ARN interférent) 
snoRNA :  small nucleolar RNA  (petit ARN nucléolaire) 
STYK1 : Serine Threonine Tyrosine Kinase 1 
SULT1E1 : Sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1 
TCF : T-cell factor  
TERC : Telomerase RNA component  
TERT :  Telomerase reverse transcriptase  
UV : Ultraviolets 
VHB : Virus de l’hépatite B 















































I. Le Foie 
 
Le foie est un organe aux rôles multiples, essentiel au bon fonctionnement de l’organisme. Il 
est impliqué dans la régulation de la glycémie, le métabolisme des lipides et des protéines 
plasmatiques, le métabolisme et l’élimination des xénobiotiques, le stockage des vitamines et 
du fer, et la sécrétion biliaire. Avec une masse moyenne de 1500 grammes environ, le foie est 
l’organe le plus volumineux du corps humain, et représente 2% de la masse corporelle totale 
chez l’adulte. Il est composé de 8 segments, qui se décomposent en lobules, unités 
fonctionnelles du foie. Dans chaque lobule hépatique, on retrouve plusieurs types cellulaires, 
en charge de différentes fonctions. Les hépatocytes représentent 80 à 90% des cellules du 
foie. Au sein de chaque lobule, ils sont organisés en travées unicellulaires orientées de 
l’espace porte vers la veine centrolobulaire (Figure 1). Le pôle sinusoïdal des hépatocytes est 
séparé des cellules endothéliales par l’espace de Disse où ont lieu les échanges entre le sang et 
les hépatocytes. La surface basolatérale des hépatocytes comporte une structure spécifique, le 
canalicule biliaire, qui permet l’acheminement de la bile vers les canaux biliaires. 
 
 
Figure 1 Anatomie microscopique des lobules hépatiques. Atlas d'anatomie humaine 5e édition 
Frank-H Netter 
 
Les fonctions principales assurées par les hépatocytes sont : la glycogénogénèse et la 
glycogénolyse (synthèse et dégradation du glycogène), la néoglucogenèse à partir des lipides, 
le métabolisme des xénobiotiques dont les substances toxiques comme l’alcool, et l’excrétion 
biliaire. Dans le parenchyme hépatique, on trouve également des cellules biliaires, des cellules 
endothéliales permettant les échanges entre les hépatocytes et le sang grâce à leurs fenêtres, 








Le cancer du foie est le sixième type de cancer le plus fréquent et représente la troisième 
cause de décès par cancer dans le monde (Ferlay et al.). Il concerne principalement les pays 
en voie de développement. Les régions les plus touchées sont l’Est et le Sud de l’Asie, le 
centre et l’ouest Africain, mais aussi la Mélanésie et la Polynésie. 
Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie et  son incidence 
est en constante augmentation. Il se développe à partir des cellules majoritaires du foie : les 
hépatocytes, et représente 80 à 90% des tumeurs primaires du foie. C’est un cancer de 
pronostic défavorable, en raison d’un diagnostic souvent tardif et de l’inefficacité des 
traitements pour les stades avancés de la maladie. Parmi les autres cancers primitifs du foie, 
on trouve principalement le cholangiocarcinome, développé à partir des cellules épithéliales 
biliaires, et qui est le deuxième type le plus fréquent de tumeur maligne primitive du foie. Les 
autres tumeurs malignes sont plus rares : l’angiosarcome, et l’hépatoblastome, qui est une 
tumeur présente chez l’enfant. Il existe aussi des tumeurs bénignes  du foie : l’hémangiome, 
l’hyperplasie nodulaire focale et l’adénome hépatocellulaire.  
 
 
b. Facteurs de risque  
 
Le CHC se développe en majorité sur des foies cirrhotiques (70 à 90% des cas) (Sherman, 
2010) et demeure la première cause de mortalité chez les sujets atteints de cirrhose. La 
cirrhose est elle-même une maladie du foie liée principalement à une infection par les virus de 
l’hépatite B (VHB) ou C (VHC) ou à une prise d’alcool excessive et prolongée dans le temps 
(l’alcool est un facteur de risque surtout dans les pays développés). La cirrhose est la 
conséquence d'agressions prolongées des cellules du foie. L’exposition répétée du foie à 
l’alcool, au VHB, ou au VHC provoque la mort d’une partie des hépatocytes et le 
développement d'un tissu cicatriciel au sein du tissu hépatique sain, il s’agit de la fibrose 
hépatique. La progression de la fibrose conduit à la cirrhose, caractérisée par la présence de 
nodules de régénération, d’une hypertension portale, et d’une insuffisance hépatocellulaire. 
 
 L’infection chronique par le virus de l’hépatite B est le principal facteur de risque pour le 
CHC dans l’Est de l’Asie et l’Afrique sub-saharienne, et on le retrouve chez plus de la moitié 
des patients atteints de CHC. Le VHB peut avoir un effet direct sur l’hépatocarcinogénèse à 
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travers son intégration dans le génome des hépatocytes, qui peut provoquer une mutagénèse 
insertionnelle, ou à travers la transactivation de gènes par des protéines virales. On estime 
qu’un patient porteur du VHB a 100 fois plus de risque de développer un CHC qu’un sujet 
non porteur, d’où l’importance de la vaccination pour se protéger du CHC (Sherman, 2010).  
Le virus de l’hépatite C est en revanche plus répandu en Amérique du Nord, en Europe et au 
Japon, où il représente le facteur de risque le plus important avec la consommation d’alcool. 
De nombreux arguments suggèrent que le VHC pourrait favoriser l’émergence du CHC par 
des mécanismes différents du VHB puisqu’il ne s’intègre pas dans le génome de l’hôte. En 
dehors du contexte d’inflammation lié à l’hépatite chronique, il est probable que certaines 
protéines virales du VHC jouent un rôle sur l’activation de voies de signalisation (Levrero, 
2006) (Farazi and DePinho, 2006). L’incidence du CHC est en constante augmentation depuis 
plus d’une vingtaine d’années, notamment en raison du nombre important de sujets infectés 
par le virus de l’hépatite C à travers le monde. Les autres facteurs de risque du CHC sont : 
l’exposition à l’aflatoxine B1 (associée à l’infection par le VHB), qui contamine les aliments 
des pays en voie de développement, l’obésité, le diabète ou encore l’hémochromatose. 
  
c. Survenue et progression du CHC 
 
L’hépatocarcinogénèse est un processus séquentiel composé d’une phase d’initiation, de 
promotion, et de progression tumorale. Dans ce schéma, suite à l’exposition répétée à un ou 
plusieurs facteurs de risque, une partie des hépatocytes meurt par nécrose, ce qui provoque 
une inflammation et une accumulation de matrice dans le foie (Nakamoto et al., 1998). Dans 
le foie cirrhotique, les hépatocytes subissent des cycles de nécrose et de régénération, 
accumulant progressivement des anomalies moléculaires (pertes d’allèles chromosomiques, 
mutations). Ces anomalies moléculaires sont responsables d’altérations fonctionnelles qui 
vont conférer à certains clones cellulaires un avantage de croissance. Les altérations 
moléculaires observées touchent préférentiellement certaines régions chromosomiques dont 
on sait qu’elles contiennent des gènes d’intérêt (oncogènes, gènes suppresseurs de tumeurs). 
C’est le cas par exemple pour le bras long du chromosome 17, perdu dans environ 50 % des 
CHC et qui contient le gène TP53 (« Tumor protein 53 »)  (Boige and Laurent-Puig, 1997).   
 
C’est dans ce contexte où le microenvironnement du foie est modifié que peuvent apparaitre 
des foyers d’hépatocytes dysplasiques, identifiables au plan morphologique. Lorsque ces 
foyers deviennent macroscopiques et détectables à l’imagerie, on parle alors de nodules 
dysplasiques. Ces nodules peuvent dégénérer en CHC si les altérations génétiques sont 
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suffisamment importantes pour entrainer la transformation et l’immortalisation de ces 
hépatocytes (Figure 2) (Farazi and DePinho, 2006) 
 
 
Figure 2 Progression histopathologique du foie sain vers le CHC (Farazi and DePinho, 2006) 
 
 
d. Diagnostic et suivi des patients 
 
Pour les patients atteints de cirrhose et les patients porteurs du VHB non cirrhotiques, une 
surveillance régulière est recommandée pour dépister l’apparition d’un CHC, à raison d’une 
visite tous les 6 mois environ. Ce dépistage se fait principalement par imagerie car il s’agit 
d’actes non-invasifs, bien tolérés et suffisamment sensibles. L’échographie est l’examen de 
référence, l'IRM, plus couteuse, étant proposée en seconde intention. En parallèle, l’examen 
biologique le plus utilisé reste le dosage sérique de l'alpha-foeto-protéine (AFP) dont la 
sensibilité n’est que de 60% environ (Lok et al., 2010). En effet, dans 30 % des formes 
manifestes de CHC, elle est supérieure à 500 ng/ml, mais dans 20 à 40% des cas elle reste 
normale. Dans les autres cas, les valeurs sont intermédiaires et similaires à celles observées 
dans l'hépatite chronique ou la cirrhose.  
La découverte d’un CHC peut également avoir lieu lors de la survenue de symptômes en 
rapport avec le développement de la tumeur : altération de l'état général, douleurs 
abdominales, ascite, hémorragie digestive ; et dans ce cas, la cirrhose et le CHC sont 
généralement découverts simultanément. Bien que le diagnostic soit habituellement facile, la 




Lorsqu’un ou plusieurs nodules sont détectés, le diagnostic et le traitement à mettre en œuvre 
sont dictés par des algorithmes sans cesse mis à jour (Figure 3). L’élément déterminant étant 
toujours en premier lieu la taille du ou des nodules observés à l’imagerie. 
 
 
Figure 3 Algorithme de surveillance des sujets à risque pour le CHC. (Bruix and Sherman, 2011) 
 
 
La résection chirurgicale est le traitement à visée curative de premier choix, surtout pour les 
CHC qui se développent sur foie non cirrhotique (Figure 4). Chez les patients cirrhotiques, le 
risque de mortalité lié à l’opération est plus élevé. En plus d’une réserve hépatique 
insuffisante, la présence de lésions multifocales ou d’une extension extra hépatique 
représentent également des contre-indications. C’est pourquoi la chirurgie ne peut être 
proposée qu’à une minorité de patients. Par contre, la résection peut traiter avec succès des 
tumeurs de grande taille, pour lesquelles des alternatives thérapeutiques efficaces n’existent 
pas (Pache et al., 2010). Pour les petites lésions (moins de 3cm), on pourra préférer des 
techniques ablatives locales comme la radiofréquence ou l’injection d’éthanol, qui sont moins 




Figure 4 Classification Barcelona Clinic Liver Cancer : stades et traitements. Adapté de (Llovet 
et al., 2008a) 
 
 
La transplantation hépatique est le traitement le plus adapté pour traiter les CHC développés 
sur foie cirrhotique. Cependant, la disponibilité des organes étant très limitée, la sélection des 
patients doit être stricte afin d’obtenir un bénéfice maximal en termes de survie. Lorsque l’on 
applique les critères dits de Milan (lésion unique de moins de 5 cm ou un maximum de 3 
lésions de moins de 3 cm, sans invasion vasculaire ni lésion extrahépatique), la survie à cinq 
ans est supérieure à 70%.  Pour permettre un contrôle du CHC durant la période d’attente de 
la greffe, un traitement néo-adjuvant peut être envisagé pour les patients ayant une fonction 
hépatique suffisante. Ce traitement consiste en une ablation par radiofréquence avec ou sans 
chimioembolisation transartérielle. 
La découverte tardive du CHC amène à devoir traiter fréquemment des stades avancés de 
tumeurs. La prise en charge thérapeutique de ces formes avancées est extrêmement limitée et 
le choix s’oriente alors souvent vers des soins palliatifs, qui consistent en l’utilisation de la 
chimioembolisation transartérielle ou la chimiothérapie (Figure 4). Des progrès thérapeutiques 
majeurs ont été accomplis au cours des 10 dernières années dans ce domaine, et l’évènement 
qui a particulièrement changé la prise en charge des patients fut l’autorisation de mise sur le 
marché d’une nouvelle molécule anti-angiogénique : le sorafénib (Nexavar®) pour les CHC à 
un stade avancé (Llovet et al., 2008b). L’utilisation de thérapies anti-angiogéniques dans la 
prise en charge des CHC obéit à un fort rationnel, puisque d’après des données 
expérimentales et cliniques, la progression des CHC est liée à l’angiogenèse et qu’une 
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élévation de la microdensité vasculaire est associée à un mauvais pronostic (Mann et al., 
2007; Ribatti et al., 2006). Depuis, plusieurs études ont montré que le Sorafénib inhibe 
différentes voies de signalisation, dont les voies du VEGF (« Vascular endothelial growth 
factor »)  et du PDGF (« Platelet-derived growth factor ») qui régulent l’angiogénèse, mais 
aussi la voie Ras /MAPK qui régule la prolifération cellulaire (Villanueva and Llovet, 2011). 
Il n’est donc pas évident de savoir par quels effets le Sorafénib ralentit la progression 
tumorale. Cette molécule a permis une amélioration significative de la survie globale et de la 
survie sans progression tumorale, qui était auparavant médiocre. D’autres molécules ont vu le 
jour depuis, tels que des inhibiteurs de la voie mTOR (« mammalian target of Rapamycin ») 
(Rapamune®), ou de la voie de l’EGFR (« Epidermal growth factor receptor ») (cetuximab 
(Erbitux®)). Cependant, malgré les résultats très encourageants de plusieurs études, leur 
utilisation doit être évaluée dans le cadre d’essais thérapeutiques prospectifs (Villanueva and 
Llovet, 2011). 
La connaissance de plus en plus précise des mécanismes moléculaires impliqués dans la 
carcinogenèse hépatique devrait permettre le développement de nouvelles thérapies ciblées 
dans les prochaines années. 
 
e. Voies de signalisation impliquées  
 
L’apparition d’un CHC est le résultat de multiples altérations génétiques ou épigénétiques qui 
entrainent la dérégulation des voies de signalisation essentielles au bon fonctionnement des 
cellules. Les mécanismes moléculaires de l’hépatocarcinogénèse ne sont pas encore 
réellement élucidés, et ce, en raison de la grande hétérogénéité des CHC et des contextes dans 
lesquels ils surviennent. Cependant, certains gènes régulant des voies de signalisation 
majeures subissent des mutations ou des modifications épigénétiques dans un grand nombre 
de CHC. Il s’agit principalement de voies impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, de 
l’apoptose ou de la sénescence. De nombreuses voies de signalisation impliquées dans la 
régulation du cycle cellulaire sont perturbées dans le CHC, parmi elles : p53, Wnt/β-caténine, 
c-Myc, ou encore pRb (« retinoblastoma protein »). L’équilibre entre la survie et l’apoptose 
est également modifié dans les CHC. Ainsi, les voies TGFβ, AKT et EGFR sont souvent 
altérées, ce qui favoriserait la survie et la résistance à l’apoptose des hépatocytes tumoraux. 
De plus, l’altération de ces voies est associée à un mauvais pronostic pour le CHC (Giannelli 
et al., 2002; Hu et al., 2003; Ito et al., 2001). Il est également important de rappeler que la 
progression tumorale est favorisée par la réactivation de la télomérase dans près de 90% des 
CHC (Farazi and DePinho, 2006; Farazi et al., 2003).  
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L’accumulation de ces altérations conduit à l’accélération de la prolifération des hépatocytes 
et à la sélection de populations clonales dans les nodules dysplasiques. Certaines voies sont 
altérées dès les étapes précancéreuses dans les hépatocytes de foie cirrhotique, c’est le cas 
notamment pour les facteurs de croissance TGFα (Transforming growth factor alpha) et IGF2 
(Insulin-like growth factor 2) (Lin et al., 2001). Au contraire, d’autres ne sont dérégulées que 
lors des étapes tardives de cancérogénèse comme la voie Wnt/β-caténine, qui reste 
généralement normale dans le tissu cirrhotique et les nodules dysplasiques. Nous nous 
intéresserons particulièrement à trois des voies de signalisation altérées dans le CHC et à leurs 





Le gène TP53 est le gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les cancers 
humains, et en particulier dans les CHC (Zucman-Rossi, 2010). En réponse à un stress, la 
protéine p53 sauvage est stabilisée et peut jouer son rôle de facteur de transcription en 
induisant l’expression de multiples gènes cibles. Elle peut ainsi orienter la cellule vers l’arrêt 
du cycle cellulaire, l’apoptose ou la sénescence en fonction du stimulus reçu.  
On trouve des mutations de p53 dans plus de 50% des CHC développés chez les sujets 
exposés à l'aflatoxine B1, alors que ce chiffre n’est que de 20% chez les sujets non exposés. 
En effet, l'aflatoxine B1 est connue pour induire la mutation ponctuelle G747T, qui a pour 
conséquence l’expression d’une protéine p53 mutée R249S (Hussain et al., 2007), et pour son 
effet coopératif avec le VHB dans la survenue de mutations de p53. D’autres facteurs peuvent 
entrainer une inactivation de p53, par exemple la surexpression de MDM2, inhibiteur de 
p53, ou l’inactivation de p19ARF, qui active p53. 
Dans différents types tumoraux la présence de mutation et/ou d’une accumulation protéique 
de p53 a été associée à un grade plus élevé et des stades plus avancés. Pour le CHC, les 
altérations de p53 sont généralement synonymes de tumeurs moins différenciées, de plus 




La β-caténine est une protéine essentielle impliquée à la fois dans l’activation 
transcriptionnelle via Wnt et dans l’adhésion cellule-cellule.  
La voie Wnt/-caténine, très conservée au cours de l’évolution, intervient physiologiquement 
au cours de l’embryogenèse, mais aussi lors de processus oncogéniques dans lesquels elle est 
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dérégulée. Lors de l’activation de la voie Wnt, la caséine kinase I epsilon (CKI) active 
Dishevelled (Dvl) par phosphorylation. Dvl, par son association à l’axine, inhibe la glycogène 
synthase kinase 3-bêta (GSK3 qui ne peut plus phosphoryler ses substrats, dont la-
caténine, l'axine, et APC (Adenomatous Polyposis Coli) (Figure 5). 
 
Figure 5 Régulation de la β-caténine dans la voie Wnt. (Adapté de (Reya and Clevers, 2005)) 
 
L’axine possède des sites de liaison à GSK3APC et la -caténine. A travers cette liaison, 
elle facilite ainsi la phosphorylation d’APC et de la -caténine par GSK3 (Hart et al., 1998). 
Lorsque la phosphorylation de β-caténine est empêchée, elle se dissocie alors du complexe 
APC/Axine/GSK3β et peut être transloquée dans le noyau, où elle se lie aux facteurs de 
transcription  « Lymphoid enhancer factor » (LEF) et « T-cell factor » (TCF), ce qui induit la 
transcription de ses gènes cibles, tels que la Cycline D1 (Shtutman et al., 1999). En l’absence 
de Wnt, la β-caténine est phosphorylée par GSK3β sur les sur les sérines 29, 33, 37, 45 et sur 
la thréonine 41 (Morin, 1999; Yost et al., 1996). Elle est alors reconnue par -TRCP (ou 
slimb), un constituant d’une E3 ubiquitine ligase, ce qui entraine son ubiquitination et sa 




Par ailleurs, la β-caténine est un composant des jonctions cellule-cellule. Dans le cytoplasme, 
elle peut se lier aux cadhérines au niveau de leur domaine CBD (catenin binding domain) et à 
l’-caténine, elle-même liée au cytosquelette d’actine, ce qui permet la formation d’un 
complexe essentiel pour la formation des jonctions cellulaires (Reya and Clevers, 2005). 
L’oncogène CTNNB1 codant la β-caténine est muté dans 5 à 50% des CHC et de manière 
générale, la voie Wnt/-caténine est la voie la plus dérégulée dans les CHC (Zucman-Rossi, 
2010). Les mutations de la β-caténine touchent généralement les sites de phosphorylation par 
la GSK3β, empêchant ainsi la dégradation de la -caténine, ce qui provoque son accumulation 
nucléaire et une activation constitutive du signal β-caténine (Morin et al., 1997). Cette voie 
peut également être altérée sans que la β-caténine soit mutée. En effet, 10% environ des CHC 
présentent des mutations inactivatrices du gène suppresseur de tumeur AXIN 1 (Taniguchi et 
al., 2002). Cependant, l’analyse de gènes cibles de la -caténine dans le CHC comme la 
glutamine synthase (GS), GPR49 ou GLT1 montre que la perte de fonction de l’Axine 1 n’est 
pas équivalente au gain de fonction de la -caténine suggérant que le rôle de l’Axine 1 ne 
passe pas uniquement via la -caténine (Zucman-Rossi et al., 2007). Par ailleurs, des données 
de séquençage haut débit ont permis de mettre en évidence quelques rares mutations d’APC 
(Guichard et al., 2012). Chez la souris, il a été établi que l’activation de la voie Wnt/β-
caténine dans les hépatocytes a un effet oncogénique. En effet, l’activation d’un signal β-
caténine dans un modèle murin d’invalidation hépato-spécifique bi-allélique d’APC conduit 




Le proto-oncogène c-Myc est un facteur de transcription essentiel, impliqué notamment dans 
la prolifération et la différenciation cellulaires, l’apoptose ou la tumorigenèse. Il appartient à 
la famille des protéines contenant un domaine « basic helix-loop-helix leucine zipper » 
(bHLH-LZ).  
L’activation transcriptionnelle par c-Myc nécessite obligatoirement sa dimérisation avec la 
protéine Max. Cet hétérodimère se fixe à l’ADN au voisinage de promoteurs de gènes cibles 
grâce aux séquences E-box (Blackwell et al., 1993). L’activité de transactivation de c-Myc 
nécessite le recrutement de co-facteurs, dont certains, comme TRRAP, TIP60 ou encore la 
Reptine et la Pontine, ont été identifiés au sein de complexes de remodelage de la chromatine 
(Cowling and Cole, 2006). L’activation de la transcription par l’hétérodimère c-Myc/Max 
peut être inhibée par les protéines Mad1, Mxi1, Mad3, Mad4, Mnt, et Mga qui se dimérisent 
avec Max (Hooker and Hurlin, 2006). 
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D’autre part, le dimère c-Myc/Max peut aussi réprimer l’expression de gènes en se liant au 
facteur de transcription Miz1. Le complexe Myc/Max empêche le recrutement de l’histone 
acétyl transférase p300 par Miz1, ce qui inhibe l’activation de la transcription par Miz1. 
Parmi les gènes dont l’expression est réprimée par c-Myc/Max/Miz1, on trouve les inhibiteurs 
du cycle cellulaire P21/CIP1 et P15INK4B (Wanzel et al., 2003). 
 
Le gène c-Myc est amplifié et surexprimé dans environ 30% des CHC, ce qui est associé à un 
mauvais pronostic (Abou-Elella et al., 1996). Cette amplification est retrouvée plus 
fréquemment dans les CHC peu différenciés, métastatiques, multi-nodulaires, ou qui 
récidivent. De plus, on retrouve une corrélation entre la surexpression de c-Myc et l’altération 
de p53 dans le CHC (Kawate et al., 1999). L’expression conditionnelle et hépato-spécifique 
de c-Myc dans un modèle murin suffit à induire des CHC, et à l’inverse, son inactivation 
conduit à la régression tumorale des CHC induits chez la souris (Murakami et al., 1993; 
Shachaf et al., 2004). Ces travaux démontrent le potentiel oncogénique de c-Myc dans le foie. 
 
f. Classification des CHC 
 
Il existe différentes manières de classer les CHC. Bien qu’elles évoluent constamment, les 
classifications établies jusqu’à aujourd’hui sont encore assez peu performantes en pratique 
clinique pour reconnaître les malades susceptibles de bénéficier d'un traitement à visée 
curative. Le développement d’études à haut débit ces dernières années a permis de rassembler 
et de croiser de nombreuses données, afin d’obtenir une classification qui tienne compte du 
plus grand nombre de paramètres possible. Le premier facteur permettant de distinguer deux 
classes de CHC est l’instabilité chromosomique. En effet, une partie des CHC seulement 
présente de fréquentes pertes d’hétérozygotie, notamment au niveau des bras 
chromosomiques 16p et 4q (Chen et al., 2002; Laurent-Puig et al., 2001).  
 
Le recoupement de paramètres transcriptomiques, cliniques et étiologiques a donné naissance 
à une classification moléculaire qui met en évidence 6 sous-groupes de CHC (Figure 6) 
(Boyault et al., 2007). Selon cette classification, les CHC des 3 premiers groupes, nommés G1 
à G3 présentent une instabilité chromosomique associée à une perte d’hétérozygotie pour 
différents loci (Figure 6) et possèdent un profil transcriptomique très différent des CHC stables 
sur le plan chromosomique (groupes G4 à G6). Les deux premiers groupes sont associés à une 
infection chronique par le VHB, ainsi qu’à une activation de la voie AKT et une dérégulation 
du cycle cellulaire. On retrouve des mutations du gène TP53 dans les tumeurs des groupes G2 
et G3, qui sont souvent peu différenciées et de mauvais pronostic. 
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 Dans les groupes G4 à G6, au contraire, il y a peu de pertes d’hétérozygotie. On retrouve des 
mutations du gène TCF1 codant la protéine HNF1a (Hepatocyte nuclear factor 1 alpha) dans 
le groupe G4, qui est le plus hétérogène. Les groupes 5 et 6 sont caractérisés par la présence 
de mutations activatrices du gène CTNNB1 codant la β-caténine et par l’hyperméthylation du 
promoteur de la E-cadherine (CDH1) (Boyault et al., 2007). Les mutations de la β-caténine 





Figure 6 Classification moléculaire des CHC. (Boyault et al., 2007) 
 
D’autres travaux plus récents ont permis d’examiner le génome de CHC d’étiologies variées 
et ont rapporté des mutations récurrentes, notamment dans les gènes codant des facteurs 
impliqués dans la régulation de la chromatine tels que ARI1B, ARID2, MLL, MLL3 
(Fujimoto et al., 2012; Guichard et al., 2012). Le séquençage complet du génome de 24 paires 
d’échantillons de tissu tumoral et non tumoral, dans le cadre du programme ICGC 
(International Cancer Genome Consortium), a permis d’identifier quatre nouveaux gènes qui, 
jusqu’à présent, n’avaient jamais été impliqués dans les CHC : ARID1A, RPS6KA3, NFE2L2 
et IRF2 (Guichard et al., 2012). L’analyse fonctionnelle de ces mutations a mis en évidence 
leurs rôles dans la carcinogénèse hépatique. Cette même étude montre que certaines mutations 
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sont spécifiques de l’étiologie du CHC étudié (alcool, VHB, VHC) et altèrent des voies de 
signalisation différentes (Figure 7). Par exemple, l’inactivation du gène IRF2 est associée à 
une instabilité chromosomique (Groupes 1 à 3), et conduit à l’inhibition de p53 dans les CHC 
liés au VHB. De plus, cette étude est la première à relever des anomalies dans les voies du 
stress oxydatif dans le CHC, et principalement dans les tumeurs dont la voie Wnt/β-caténine 
est altérée. 
Ces données ouvrent des pistes de recherche pour le développement de thérapies ciblant les 




Figure 7 Principales voies de signalisation altérées par des mutations somatiques ou des 
























III. La Reptine et la Pontine 
 
La Reptine et la Pontine sont des protéines essentielles, impliquées dans de nombreuses 
fonctions telles que le remodelage chromatinien, la régulation de la transcription, la réparation 
des lésions ADN, ou encore l’assemblage et l’activité de la télomérase. Elles sont 
généralement impliquées dans les mêmes processus, et sont capables de s’associer sous forme 
de complexes. Nous nous intéresserons dans un premier temps à la structure et à l’expression 




La Reptine a été clonée pour la première fois en 1999 et est aussi connue sous les noms 
suivants : TIP49b, TIP48, RUVBL2, RVB2, TAP54-β, ECP51, reptin52, TIH2 (Bauer et al., 
2000; Ikura et al., 2000; Kanemaki et al., 1999; Lim et al., 2000; Qiu et al., 1998; Salzer et al., 
1999; Shen et al., 2000; Wood et al., 2000). La Pontine, qui est la principale protéine 
partenaire et homologue de la Reptine a été découverte et clonée en 1997. Tout comme la 
Reptine, elle possède différents autres noms : TIP49, TIP49a, RUVBL1, RVB1, ECP54, 
pontin52, NMP238, TAP54-α, TIH1 (Bauer et al., 1998; Holzmann et al., 1998; Ikura et al., 
2000; Kanemaki et al., 1997; Lim et al., 2000; Makino et al., 1999; Qiu et al., 1998; Salzer et 
al., 1999). Elle a été identifiée pour la première fois en tant que partenaire de la TATA 
binding protein (TBP), d’où son nom TIP49 pour « TBP-interacting protein 49 » (Kanemaki 
et al., 1997). 
Ces deux protéines présentent une homologie avec leur ancêtre bactérien supposé RuvB d’où 
leurs noms Ruvb-like 1 (Rvbl1) et Ruvb-like 2 (Rvbl2). RuvB est une ATPase et une hélicase 
qui catalyse la migration des branches au niveau des jonctions de Holliday, qui ont lieu durant 
la recombinaison homologue ou durant la réparation des fourches de réplications bloquées 
(Shinagawa and Iwasaki, 1996).  
 
 La Reptine et la Pontine sont des protéines homologues et partenaires appartenant à la 
superfamille des AAA+ ATPases (ATPases associated with various cellular activities) 
(Ammelburg et al., 2006). Il est important de préciser que leurs caractéristiques biochimiques 
sont directement liées à leur appartenance à cette famille. 
 




La superfamille des AAA+ ATPases est une extension de la famille des AAA ATPases 
décrite pour la première fois en 1991 (Erdmann et al., 1991; Neuwald et al., 1999). Les 
protéines AAA+ sont présentes chez tous les organismes, des Archaebactéries aux 
mammifères. L’appartenance à cette superfamille est déterminée sur la base d’une homologie 
de séquences pour un domaine de 200 à 250 acides aminés hautement conservé et capable de 
lier et d’hydrolyser l’ATP. Cependant, la comparaison a été étendue à d’autres ATPases ayant 
une forte ressemblance structurale. Au sein de ce domaine commun, on retrouve une partie C-
terminale composée de quatre hélices alpha et une partie N-terminale constituée de cinq 
feuillets bêta reliés par des hélices alpha. Ce domaine caractéristique est constitué de plusieurs 
séquences d’intérêt : l’hélice alpha N-terminale, les motifs Walker A (WA, aussi appelé « P-
loop » ou boucle de liaison avec le phosphate), Walker B (WB), la seconde région 
d’homologie (SRH) avec son «doigt arginine» (R-finger) et deux motifs senseurs «sensor-1» 
et «sensor-2» (Figure 8) (Erzberger and Berger, 2006). 
 
 
Figure 8 Représentation tridimensionnelle des éléments constituant le domaine commun aux 
AAA+. (Erzberger and Berger, 2006) 
 
 
L’ensemble de ces éléments forme une poche appelée « nucleotide binding pocket » capable 
de lier l’ATP et l’ion magnésium en tant que co-facteur. Les domaines canoniques Walker A 
(GXXGXGK) et Walker B (XXXXDEXX) sont respectivement essentiels pour la liaison de 
l’ATP, et l’hydrolyse de l’ATP en ADP. 
La superfamille des AAA+ ATPases compte plus de 300 membres, regroupés en sept classes 






Figure 9 Classification des AAA+ ATPases. Adapté de (Lupas and Martin, 2002). 
 
Bien que l’on observe une très grande hétérogénéité de fonctions pour ces protéines, elles 
possèdent des propriétés communes telles que la capacité à remodeler des protéines et/ou des 
acides nucléiques par l’assemblage, le désassemblage ou la dégradation de complexes 
macromoléculaires. Elles partagent également la capacité à former des hexamères, mais l’on 
ne sait pas encore si cette conformation est toujours nécessaire à leurs fonctions.  
 
 
c. Structure et oligomérisation 
 
1) Organisation des gènes 
 
La Reptine humaine est codée par un gène situé sur le chromosome 19q13.3, et contenant 15 
exons et 14 introns. L’ARN messager de la Reptine (N° accession AF124607) mesure 
1488pb, avec un cadre ouvert de lecture de 1392 pb, une séquence 5’ non traduite de 13 
nucléotides, et une séquence 3’ non traduite de 83 nucléotides. Il existe un site de 
polyadénylation (TATAAA) situé 16 nucléotides en amont de la queue poly(A) dans la région 
3’ non traduite (Parfait et al., 2000).  
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Le gène codant la Pontine humaine est situé sur le chromosome 3q21.3, et est constitué de 11 
exons et 10 introns. L’ARN messager de la Pontine (N° accession AB012122) mesure 1710pb 
et présente un cadre ouvert de lecture de 1371pb. Les promoteurs de la Reptine et de la 
Pontine humaines n’ont pas encore fait l’objet d’études publiées. 
 
2) Structure des protéines 
 
Les séquences protéiques de la Reptine et de la Pontine sont très conservées de la levure à 
l’Homme. La Reptine et la Pontine sont constituées respectivement de 463 et 456 acides 
aminés, avec des poids moléculaires de 52 et 50,2 Kda. Elles  partagent une identité protéique 
de 44% (Salzer et al., 1999) et une homologie de plus de 60% (Wood et al., 2000). 
 
La structure tridimensionnelle de la Reptine entière n’a pas encore été déterminée. Il n’existe 
à ce jour qu’une structure partielle du C-terminal de la Reptine humaine 
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2CQA) ainsi qu’un cristal d’un 
hexamère de Reptine humaine tronquée dans son domaine 2 (acides aminés 131 à 241) 
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3UK6). En revanche, la structure 
tridimensionnelle de la Pontine humaine a été obtenue par cristallographie avec une résolution 
de 2,2 Å. Cette structure comprend une molécule d’ADP, comme indiqué sur la Figure 10 
(Matias et al., 2006). Sur la base des homologies de séquences avec la Pontine, la structure de 
la Reptine a pu être modélisée (Petukhov et al., 2012) (Figure 10). 
 
 
Figure 10 Représentation schématique des structures protéiques de la Reptine et de la Pontine. 




Ces deux protéines présentent une structure composée de trois domaines distincts. Les 
domaines 1 et 3 sont impliqués dans la liaison et l’hydrolyse de l’ATP, ils contiennent les 
motifs canoniques Walker A (GXXXXGKT) et Walker B (DEXH), caractéristiques des 
AAA+ ATPases et sont relativement stables. Le domaine 2, situé entre les motifs Walker et 
impliqué dans la liaison aux acides nucléiques, est la région la plus flexible de la protéine 
(Gorynia et al., 2011; Petukhov et al., 2012). Il n’est pas présent dans la protéine bactérienne 
RuvB et s’insère dans le domaine 1 dans la Reptine et la Pontine humaines. Ce domaine 
s’organise en deux régions, une interne et une externe. La région interne du domaine 2 est 
composée de deux hélices alpha et de boucles, alors que la région externe présente une forte 
homologie avec les domaines de liaison à l’ADN présents dans de nombreuses protéines telles 
que RPA (Replication protein A). Matias et al.ont d’ailleurs montré que le domaine 2 de la 
Pontine était capable de lier l’ADN simple brin et double brin, ainsi que l’ARN simple brin in 
vitro. La Reptine et la Pontine possèdent également un «doigt arginine» (R353 pour la 
Reptine et R357 pour la Pontine) et les deux motifs «sensor-1» et «sensor-2» (Matias et al., 
2006).  
 
3) Interaction Reptine/Pontine 
 
La Reptine et la Pontine sont des protéines partenaires qui interagissent directement in vitro 
(Bauer et al., 2000). L’utilisation de mutants de la Reptine et de la Pontine présentant des 
délétions dans des régions adjacentes a permis d’identifier les régions nécessaires pour les 
interactions Reptine/Pontine et Pontine/Pontine (Weiske and Huber, 2005). 
La région de la Reptine suffisante pour son interaction avec la Pontine se situe dans le 
domaine 2, entre les acides aminés 218 et 289. Dans la Pontine, les régions nécessaires pour 
son interaction avec la Reptine recouvrent les acides aminés 215 à 296 (Weiske and Huber, 
2005). La région d’interaction suffisante pour l’homodimérisation de la Pontine se situe au 
niveau des acides aminés 63 à 135 et 290 à 366, qui contiennent les motifs Walker A et 
Walker B (Wood et al., 2000). Il a néanmoins été observé qu’une mutation ponctuelle dans le 
domaine Walker B de la Pontine (D302N) n’affectait pas sa capacité d’homodimérisation 




Les monomères de Reptine, comme ceux de Pontine, peuvent s’assembler pour former des 
homohéxamères, comme cela avait déjà été décrit pour d’autres AAA+ ATPases, telles que 
RuvB (Matias et al., 2006; Puri et al., 2007). Alors que certaines études montrent que 
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l’oligomérisation de la Reptine est stimulée par l’ATP ou l’ADP (Matias et al., 2006; 
Niewiarowski et al., 2010; Puri et al., 2007), d’autres montrent au contraire que les 
monomères de Reptine ne peuvent pas former d’hexamères en présence d’ATP (Papin et al., 
2010). En revanche, l’oligomérisation de la Pontine n’est sensible ni à l’ATP ni à l’ADP 
(Matias et al., 2006). Plusieurs études ont mis en évidence que la Reptine et la Pontine 
pouvaient s’associer en un complexe dodécamèrique, contenant deux hexamères circulaires. 
Ce type de structure avait déjà été prédit chez la levure par des études biochimiques qui ont 
montré une stœchiométrie 6:1 pour la Reptine et la Pontine avec d’autres polypeptides du 
complexe de remodelage de la chromatine INO80 (Jonsson et al., 2004; Shen et al., 2000). 
L’analyse des oligomères de Reptine/Pontine humaines par microscopie électronique révèle 
une structure en double hexamère formant un canal central de 26 Å qui serait assez large pour 
intégrer une molécule d’ADN double brin (Figure 11) (Puri et al., 2007).  
 
 
Figure 11 Représentation tridimensionnelle du complexe Reptine/Pontine. (Puri et al., 2007) 
 
La Reptine et la Pontine de levure s’assemblent également sous forme de double hexamère, 
mais la structure du dodécamère diffère selon les études. Alors que Torreira et al. ont montré 
par une structure compacte, dans laquelle les domaines 2 sont étroitement liés et permettent 
l’interaction entre les deux hexamères, Cheung et al. présentent un complexe plus étiré, au 
sein duquel la distance entre les hexamères est plus importante (Cheung et al., 2010; Torreira 
et al., 2008).   
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Une étude basée sur l’observation en microscopie électronique de complexes reconstitués 
avec des protéines étiquetées laisse penser que ces dodécamères seraient constitués de deux 
homohéxamères (Torreira et al., 2008). Cependant, des travaux plus récents réalisés chez 
l’Homme (Gorynia et al., 2011; Lopez-Perrote et al., 2012; Niewiarowski et al., 2010) et chez 
la levure (Gribun et al., 2008) indiquent qu’il s’agirait en réalité d’hexamères mixtes 
composés de Reptine et de Pontine. En effet, la toute première analyse par rayons X du cristal 
du complexe humain Reptine/Pontine, reconstitué avec des protéines tronquées dans le 
domaine 2, révèle que ce complexe comporte deux hexamères circulaires composés de 
Reptine et de Pontine, qui interagissent l'un avec l'autre via la partie conservée du domaine 2 
(Gorynia et al., 2011). Dans une étude plus récente, Lopez-Perotte et al. ont résolu pour la 
première fois la structure du dodécamère humain Reptine/Pontine par cryo-microscopie 
électronique. Ce complexe apparait sous la forme d’un double hexamère symétrique, 
constitué en alternance de Reptine et de Pontine (Lopez-Perrote et al., 2012), comme décrit 
précédemment pour le complexe Reptine/Pontine tronquées (Gorynia et al., 2011).  Ils ont pu 
mettre en évidence que la structure de ce complexe existe sous deux conformations : 
compacte ou étirée (Figure 12), et que la proportion de ces différentes structures n’est pas 
influencée par la présence d’une étiquette 6His sur la Reptine purifiée.  
 
 
Figure 12 Représentations des structures compacte (E) ou étirée (F) du complexe dodécamèrique 
Reptine/pontine (Lopez-Perrote et al., 2012). 
 
 
Au sein du dodécamère, la Reptine d’un hexamère interagit avec la Pontine de l’hexamère qui 
lui fait face via leur domaine 2. Le passage d’une conformation à l’autre s’effectue  grâce à la 







Figure 13 Représentation du dodécamère Reptine/pontine en conformation compacte. (Lopez-
Perrote et al., 2012). 
 
D’après les nombreuses études menées sur la Reptine et la Pontine purifiées, il est évident que 
l’état d’oligomérisation est influencé par les conditions expérimentales telles que la nature des 
nucléotides présents dans le milieu ou encore la présence d’étiquette sur les protéines 
purifiées. D’autre part, la proportion de monomères, d’hexamères et de dodécamères in vivo 
est probablement dépendante du contexte cellulaire et de la présence de partenaires 
protéiques. 
 
d. Activités enzymatiques 
 
1) Activité ATPase 
 
Les données de la littérature concernant l’activité ATPase de la Reptine et de la Pontine sont 
incontestablement contradictoires.  
L’activité ATPase de la Reptine a été mise en évidence pour la première fois par Kanemaki et 
al. (1999) (Kanemaki et al., 1999), avant d’être confirmée dans plusieurs études (Gorynia et 
al., 2011; Ikura et al., 2000; Jonsson et al., 2001; Papin et al., 2010; Rottbauer et al., 2002; 
Wang et al., 2011) . Selon ces différentes études, l’activité ATPase de la Reptine serait 
dépendante ou non de la présence d’ADN. Ainsi, la Reptine humaine recombinante purifiée à 
95 % chez E. Coli présente une activité ATPase fortement stimulée par la présence d’ADN 
simple brin (Kanemaki et al., 1999; Papin et al., 2010). Il en est de même pour la Reptine de 
riz (codée par le gène OIP30) (Wang et al., 2011). La Reptine de poisson zèbre purifiée à 80% 
montre une activité ATPase complètement dépendante de la présence d’ADN double brin 
cette fois (Rottbauer et al., 2002). A l’inverse, d’autres ont mis en évidence que l’activité 
ATPase de la Reptine humaine recombinante purifiée était indépendante de la liaison à 
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l’ADN, simple ou double brin (Gorynia et al., 2011; Ikura et al., 2000; Puri et al., 2007). 
Certains travaux rapportent cependant que l’activité ATPase intrinsèque de la Reptine seule 
serait extrêmement faible, voire inexistante (Choi et al., 2009; Puri et al., 2007). 
 
En ce qui concerne la Pontine, son activité ATPase a été décrite pour la première fois par 
Makino et al., qui ont découvert que la Pontine de rat recombinante purifiée possède une 
activité dépendante de l’ADN (Makino et al., 1999). Plusieurs études ont confirmé depuis 
l’existence d’une activité ATPase de la Pontine (Elkaim et al., 2012; Gorynia et al., 2011; 
Ikura et al., 2000; Matias et al., 2006). La plupart de ces études indique qu’elle présente une 
très faible activité ATPase, indépendante de la liaison à l’ADN (Gorynia et al., 2011; Ikura et 
al., 2000; Matias et al., 2006). D’autres travaux ont montré que la protéine humaine 
recombinante purifiée ne possède pas d’activité intrinsèque (Choi et al., 2009; Qiu et al., 
1998). 
 
Pour conclure, le seul consensus admis par la communauté est que l’activité ATPase du 
complexe stœchiométrique Reptine/Pontine est beaucoup plus importante que celle de la 
Reptine ou de la Pontine seules. (Ikura et al., 2000; Jonsson et al., 2001; Puri et al., 
2007) (Choi et al., 2009; Gorynia et al., 2011; Gribun et al., 2008). Néanmoins, plusieurs 
études sont encore contradictoires sur la stimulation de l’activité ATPase du complexe 
Reptine/Pontine. Certaines montrent que l’activité du complexe chez la levure peut être 
fortement stimulée par l’ADN double brin ou simple brin et par l’ADN chromatinien (Gribun 
et al., 2008) (Jonsson et al., 2001) alors que dans une autre, l’activité ATPase du complexe 
humain n’est pas modifiée quelle que soit la forme du substrat (ADN simple ou double brin, 
ou jonctions de Holliday synthétiques) (Gorynia et al., 2011; Puri et al., 2007). 
Il est vraisemblable que les différences observées entre ces nombreuses études sont dues aux 
différentes méthodes de purification qui peuvent aboutir à la co-purification de contaminants 
avec la Reptine, la Pontine, ou le complexe Reptine/Pontine. On peut aussi signaler que toutes 
les études ont été faites avec des protéines recombinantes purifiées, hors d’un contexte 
cellulaire. Or il est probable que des interactions protéine-protéine et des modifications post-
traductionnelles peuvent modifier la confirmation et l’activité enzymatique de la Pontine et de 
la Reptine. Deux arguments vont dans ce sens : 
 La mutation lik (liebeskummer), observée chez le poisson zèbre, est liée à un défaut 
d’épissage provoquant l’insertion de 9pb entre l’exon 7 et l’exon 8 ce qui conduit à 
l’ajout de 3 acides aminés (FCR) dans la protéine traduite (Rottbauer et al., 2002). 
Cette insertion est prédite pour induire un important changement de conformation 
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(Petukhov et al., 2012). La Reptine porteuse de cette mutation lik  possède une activité 
ATPase augmentée par rapport à la protéine sauvage et indépendante de l’ADN. 
 La phosphorylation de la Reptine de riz par la kinase OsCPK26 induit une 
augmentation de son activité ATPase (Wang et al., 2011). 
 
Chez la levure, l’introduction dans les motifs Walker A ou Walker B de mutations empêchant 
la liaison ou l’hydrolyse de l’ATP provoque l’arrêt de la croissance et la mort cellulaire, tout 
comme la simple suppression de la Pontine ou de la Reptine (Jonsson et al., 2001). Ceci 
indique l’importance de l’activité ATPase de la Reptine et de la Pontine pour leurs fonctions 
biologiques. Nous relèverons au fur et à mesure les fonctions de la Reptine et de la Pontine 
nécessitant leur activité ATPase. 
 
2) Activité hélicase 
 
Les hélicases sont des protéines à activité ATPase qui ont la capacité de séparer les chaînes 
complémentaires des acides nucléiques bicaténaires, de déplacer les protéines associées aux 
acides nucléiques ou de catalyser des réactions de recombinaison homologue. La fonction des 
ADN hélicases est requise pour la réplication, la réparation et la recombinaison du génome. 
Les ARN hélicases sont quant à elles impliquées dans des processus tels que la transcription, 
la biogénèse des ribosomes, la traduction, l’épissage alternatif, le transport et la dégradation 
des ARNs (Patel and Donmez, 2006).  
Malgré leur homologie avec l’hélicase bactérienne RuvB, le fait que la Reptine et/ou la 
Pontine possèdent une activité hélicase est très discuté. De premières publications suggéraient 
une activité ADN hélicase 5’-3’ ou 3’-5’ pour la Reptine humaine (Kanemaki et al., 1999; 
Papin et al., 2010), 3’-5’ pour la Reptine de riz (Wang et al., 2011), et 3’-5’ pour la Pontine de 
rat (Makino et al., 1999). Mais d’autres ont montré qu’il n’y avait aucune activité ADN 
hélicase détectable pour les monomères seuls, ni pour le complexe Reptine/Pontine (Gorynia 
et al., 2011; Ikura et al., 2000; Jonsson et al., 2001; Puri et al., 2007; Qiu et al., 1998). 
Finalement, il semblerait que le complexe Reptine/pontine de levure possède une activité 
ADN hélicase avec une polarité 5’-3’, fortement stimulée par l’ADN double brin (Gribun et 
al., 2008). 
Il est probable que, comme pour l’activité ATPase, la divergence des résultats obtenus soit 
liée aux différentes méthodes de purification employées et aux différents degrés de pureté des 




e. Expression et localisation 
 
1) Expression de la Reptine et de la Pontine 
 
La Reptine et la Pontine sont des protéines ubiquitaires ; elles sont exprimées dans tous les 
tissus humains, mais plus intensément dans le thymus et les testicules par rapport aux autres 
organes (Kanemaki et al., 1999; Parfait et al., 2000; Salzer et al., 1999). De plus, l’expression 
de la Pontine est particulièrement forte dans le thymus, la rate et les poumons chez le rat 
(Makino et al., 1998). L’expression de la Reptine et celle de la Pontine sont très corrélées 
dans différents organes chez plusieurs organismes, ce qui laisse penser que ces deux protéines 
peuvent jouer des rôles importants en partenariat.  Enfin, l’expression de la Reptine suit un 
dimorphisme sexuel dans le foie chez la souris, puisqu’elle est 4 fois plus élevée dans le foie 
des mâles que dans le foie des femelles (Clodfelter et al., 2006). 
 
Peu de choses sont connues sur la régulation de l’expression de la Reptine ou de la Pontine, 
néanmoins, plusieurs travaux ont mis en évidence que leur expression était très finement 
contrôlée. En effet, la surexpression d’une forme exogène de Reptine, chez la levure comme 
chez l’Homme, induit une diminution d’expression de la protéine endogène (Izumi et al., 
2012; Radovic et al., 2007; Venteicher et al., 2008; Wood et al., 2000). 
Nous avons observé le même phénomène lorsque l’on surexprime une forme étiquetée de 
Reptine humaine dans différentes lignées de carcinome hépatocellulaire (Menard et al., 2010; 
Rousseau et al., 2007). En raison de cet ajustement du niveau protéique total de la Reptine et 
de la Pontine, la surexpression de ces protéines reste relativement faible dans ces cellules, en 
dépit de la surexpression élevée des ARNm correspondants, et elle n’existe que de façon 
transitoire. En plus de cette auto-régulation, l’expression de la Reptine et celle de la Pontine 
sont corrélées et dépendent l’une de l’autre. En effet, l’extinction de l’une ou de l’autre par 
siRNA entraine la co-déplétion de l’autre protéine (Venteicher et al., 2008). Nous avons 
obtenu des résultats similaires dans différentes lignées cellulaires humaines (Hela, MCF-7, 
Huh7, Hep3B, HepG2, LNCap), mais également dans des hépatocytes tumoraux de rat et de 
souris, et dans des hépatocytes murins primaires (Haurie et al., 2009). Dans cette dernière 
étude, la déplétion de la Reptine ou de la Pontine humaines n’altère pas la transcription ni la 
traduction de la protéine partenaire, mais en l’absence de l’une, la protéine partenaire 
néosynthétisée est déstabilisée et orientée vers une voie de dégradation dépendante du 
protéasome. Il s’agit vraisemblablement d’un mécanisme de stabilisation co-traductionnel 
entre ces deux protéines. Ces résultats sont cohérents avec l’observation de leur association 
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stœchiométrique dans les complexes macromoléculaires auxquels elles participent (Jonsson et 
al., 2004; Kanemaki et al., 1999; Rottbauer et al., 2002; Shen et al., 2000; Zhao et al., 2005). 
 
À l'exception de l’équipe de Baek (Kim et al., 2005; Lee et al., 2010), cette co-déplétion a été 
observée par au moins trois autres groupes, dans les cellules d’adénocarcinome de colon 
HCT116 (Izumi et al., 2010), dans les lignées de cancer gastrique AGS, BGC-823,et HGC-27, 
et dans les lignées de cancer du col de l’utérus siHA (Li et al., 2010) et Hela (Izumi et al., 
2012; Li et al., 2010; Machado-Pinilla et al., 2012). Radovic et al. ont également montré que 
la surexpression transitoire de Reptine chez la levure entrainait une légère surexpression de la 
Pontine, alors que la délétion d’un allèle du gène de la Reptine, et donc à priori la diminution 
de 50% de la protéine, n’induisait pas de co-déplétion de la Pontine (Radovic et al., 2007). 
  
L’expression de la Reptine n’est pas modifiée au cours du cycle cellulaire dans les cellules 
HeLa (Qiu et al., 1998; Sigala et al., 2005), tout comme l’expression de la Reptine et de la 
Pontine chez la levure (Radovic et al., 2007). Bien que l’expression de l’ARNm de la Reptine 
soit augmentée lors du redémarrage du cycle cellulaire après mise en quiescence dans des 
fibroblastes de rat (Wood et al., 2000), on n’observe pas de variation de l’expression 
protéique de la Reptine dans la lignée cellulaire humaine HeLa lorsqu’elle redémarre son 
cycle (Sigala et al., 2005; Venteicher et al., 2008). On observe le même profil d’expression de 
la Reptine et de la Pontine dans l’embryon de souris (Chauvet et al., 2005). Leur expression 
est augmentée au niveau ARNm pendant le développement du foie mais pas lors de la 
régénération hépatique après hépatectomie chez la souris (Otu et al., 2007).  
D’autre part, des études utilisant des fibroblastes de rat et/ou des cellules endothéliales de 
veine ombilicale (HUVEC) ont mis en évidence que c-Myc régule positivement l’expression 
des ARNm de la Reptine et de la Pontine (Menssen and Hermeking, 2002; Wood et al., 2000). 
Ces données ne permettent cependant pas de savoir si c-Myc se fixe directement sur leur 
promoteur pour réguler leur transcription. 
 
2) Localisation subcellulaire 
 
La majorité des études montrent que la localisation subcellulaire de la Reptine et de la Pontine 
est principalement nucléaire. Chez la levure, la Reptine fusionnée à la GFP (Green 
Fluorescent Protein) en C- ou N-terminal  se localise dans le noyau (Lim et al., 2000) mais est 
absente du nucléole (King et al., 2001). Dans le noyau, la plus grande partie de la Reptine se 
localise dans les fractions chromatiniennes, insolubles (Radovic et al., 2007). Dans les 
cellules humaines embryonnaires de rein HEK293T et les cellules tumorales du col de 
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l’utérus HeLa, il a été montré par fractionnement nucléo-cytoplasmique et 
immunofluorescence que la Reptine endogène est présente majoritairement dans le noyau, 
mais aussi dans le cytoplasme (Kim et al., 2006; Sigala et al., 2005; Weiske and Huber, 
2005). Cependant, d’autres résultats ont mis en évidence une localisation majoritairement 
cytoplasmique de la Reptine et/ou de la Pontine humaines, notamment dans les adipocytes 
3T3-L1 et les cellules COS7 (Ni et al., 2009; Salzer et al., 1999; Xie et al., 2009). La Reptine 
et la Pontine sont également retrouvées au niveau des pôles du fuseau mitotique dans des 
cellules mammifères en culture (Gartner et al., 2003). 
 
La Reptine et la Pontine sont généralement co-localisées dans la cellule, étant donné qu’elles 
sont souvent associées dans les mêmes complexes et impliquées dans les mêmes processus. 
Cependant, leur localisation diffère pendant la mitose dans les cellules tumorales HeLa. En 
effet, en anaphase et télophase, la Pontine est présente au niveau des centrosomes et des sites 
de polymérisation de la tubuline, alors que la Reptine semble s’accumuler au niveau de la 
plaque équatoriale.  Pendant la cytodiérèse, alors que la Reptine se localise au niveau  du 
« midbody », la Pontine reste  associée aux chromosomes décondensés dans le cytoplasme 
(Sigala et al., 2005). Une étude protéomique du « midbody » de cellules de mammifères a 
d’ailleurs révélé la présence de la Reptine sans la Pontine (Skop et al., 2004). Cependant, les 
implications fonctionnelles de cette différence de localisation n’ont pas encore été étudiées. 
Bien que le rôle de la Reptine et de la Pontine dans la réparation des lésions à l’ADN induites 
par les UV ait été démontré chez la levure, ni leur expression, ni leur localisation subcellulaire 
n’est altérée après irradiation aux UV chez la levure (Radovic et al., 2007). Cependant, on 
observe une relocalisation nucléaire ponctiforme de la Pontine, qui est associée à l’histone 
H2AX au sein de la chromatine après irradiation aux UV dans les cellules humaines 
HEK293T (Jha et al., 2008). 
 
A ce jour, les mécanismes de transport nucléo-cytoplasmique de la Reptine et de la Pontine 
sont peu connus. Seule une étude a montré que la sumoylation de la Reptine ou de la Pontine 
provoquait leur rétention dans le noyau (Kim et al., 2006; Kim et al., 2007). L’étude des 
séquences protéiques de la Reptine et de la Pontine par des logiciels bio-informatiques montre 
des signaux potentiels de localisation nucléaire ou d’export nucléaire, ainsi que des sites de 
liaison putatifs à la protéine d’export CRM1. Toutefois, ces différentes régions d’intérêt n’ont 




f. Modifications post-traductionnelles 
 
Depuis quelques années, plusieurs travaux ont permis d’identifier des modifications post-
traductionnelles de la Reptine et de la Pontine. Ces modifications sont schématiquement 
représentées sur la Figure 14.  
Une étude protéomique à haut débit a permis de mettre en évidence que la Reptine est une 
cible d’ATM (Ataxia telangiectasia mutated) et ATR (ATM and Rad3-related), et qu’elle est 
phosphorylée sur un site consensus (Sérine 220) en réponse à des lésions de l’ADN 
(Matsuoka et al., 2007). Même si l’on ne connait pas encore les implications de cette 
phosphorylation dans la cellule, il est probable qu’elle soit nécessaire pour que la Reptine 
puisse jouer son rôle dans la réparation des lésions de l’ADN. Ce résultat n’a cependant pas 
été retrouvé dans une étude similaire au cours de laquelle les auteurs ont étudié le 
phosphoprotéome nucléaire uniquement (Bensimon et al., 2010). Cela pourrait suggérer que 
seule la Reptine cytoplasmique est phosphorylée dans ces conditions. 
Kim et al. ont montré que la Reptine peut être sumoylée par la protéine Ubc9 sur la Lysine 
456, et que cette sumoylation induit la translocation nucléaire de la Reptine, entrainant ainsi 
une augmentation de la répression exercée par la Reptine sur l’activité transcriptionnelle de la 
β-caténine (Kim et al., 2006). Le même groupe a démontré que la Pontine aussi pouvait être 
sumoylée, sur la Lysine 225, et que cela favorisait sa localisation nucléaire (Kim et al., 2007). 
Enfin, et de manière cohérente, une étude à haut débit a identifié la Reptine et la Pontine 
comme des cibles de SUMO-2 en réponse à un choc thermique (Golebiowski et al., 2009). 
L’ubiquitination de la Reptine et de la Pontine a été mise en évidence in vivo dans une étude à 
haut débit (Matsumoto et al., 2005), et a été confirmée depuis pour la Reptine dans les 
cellules de carcinome de poumon H1299 (Maslon et al., 2010). 
 
Plus récemment, Lee et al. ont rapporté que la Reptine et la Pontine pouvaient être méthylées 
en réponse à l’hypoxie. La méthylation de la Reptine sur la Lysine 67 par la méthyltransférase 
G9a conduit à la répression transcriptionnelle de nombreux gènes cibles impliqués dans la 
réponse à l’hypoxie, et ce, via l’interaction de la Reptine avec HIF-1α et HDAC1 (Lee et al., 
2010). La Pontine peut également être méthylée par les méthyltransférases G9a et GLP. 
Lorsqu’elle est méthylée, la Pontine recrute le co-activateur p300 au niveau  des promoteurs 
des gènes cibles de HIF-1α., ce qui conduit à une activation de leur transcription (Lee et al., 
2011). Dans cette dernière étude, les auteurs montrent que la méthylation de la Pontine, en 
réponse à l’hypoxie, est corrélée à une augmentation de la croissance et de l’invasion 






Figure 14 Représentation schématique des modifications post-traductionnelles de la Reptine et 
de la Pontine.  
 
 
g. Fonctions cellulaires 
 
La Reptine et la Pontine sont des protéines essentielles dans de nombreux organismes. Ainsi, 
la perte de leur expression est létale chez la levure SaccharoMyces cerevisiae (Jonsson et al., 
2001; Kanemaki et al., 1999; Lim et al., 2000; Qiu et al., 1998), la Drosophile (Bauer et al., 
2000; Bellosta et al., 2005), le poisson zèbre (Amsterdam et al., 2004), le ver Caenorhabditis 
elegans (Matias et al., 2006), le Xénope (Etard et al., 2005) et la souris (Bereshchenko et al., 
2012). En effet, Bereshchenko et al. ont récemment démontré que la Pontine est essentielle 
pour l’embryogénèse précoce et l’hématopoïèse chez la souris. Chez la levure, comme chez le 
xénope, l’extinction de la Reptine n’est pas complémentée par la Pontine (Etard et al., 2005; 
Wood et al., 2000). Une étude transcriptomique réalisée chez la levure a permis de mettre en 
évidence que l’extinction de la Reptine, comme celle de la Pontine, provoque l’altération de 
l’expression d’environ 5% des gènes (Jonsson et al., 2001). Ceci démontre l’importance de la 
Reptine et de la Pontine pour la régulation de l’expression génique et le maintien de 
l’homéostasie cellulaire. Grâce à leur participation au sein de différents complexes 
moléculaires, elles sont impliquées dans des processus aussi divers que la régulation de la 
transcription, le remodelage de la chromatine, la biogénèse des petits ARN nucléoaires, 
l’activité télomérase ou la signalisation de l’apoptose. 
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1) Régulation de la transcription 
 
a) Modulation de la transcription dépendante de la β-caténine 
 
La β-caténine appartient à la voie de signalisation Wnt, qui régule la prolifération cellulaire et 
la différenciation, et qui est essentielle pour le développement et la morphogenèse. Elle est 
par ailleurs un composant des jonctions cellule-cellule (Cf  II-e-2). 
Bauer et al. ont montré pour la première fois que la Reptine et la Pontine interagissaient 
directement avec la -caténine, en utilisant des protéines recombinantes dans un test in vitro 
(Bauer et al., 2000; Bauer et al., 1998). Ces interactions ont été confirmées in vivo par le 
système du double hybride et  par co-immunoprécipitation. Le domaine de liaison de la -
caténine avec la Reptine et la Pontine est situé entre les acides aminés 183 et 210, dans la 
région centrale de la -caténine, composée d’une douzaine de séquences répétitives de 42 
acides aminés, appelées motifs Armadillo. Ce site de fixation est le même pour la Reptine et 
la Pontine (Bauer et al., 2000; Bauer et al., 1998). 
 
La Reptine peut moduler la transcription dépendante de la β-caténine de deux manières : (1) 
d’une part, elle joue un rôle antagoniste en inhibant l’activité transcriptionnelle du complexe 
-caténine/TCF/LEF ; et (2) d’autre part, elle peut avoir un rôle agoniste de l’activité 
répressive de la -caténine sur l’expression du gène anti-métastatique KAI1. Dans ces deux 
cas, la Pontine joue un rôle opposé à celui de la Reptine. 
 
1- Rôle antagoniste de la Reptine et rôle agoniste de la Pontine vis-à-vis de l’activité 
transcriptionnelle de la -caténine 
 
Plusieurs études réalisées chez la drosophile et sur les cellules non tumorales humaines 
HEK293 ont mis en évidence  que la Reptine et la Pontine ont des effets opposés sur l’activité 
transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF-LEF (Bauer et al., 2000; Rottbauer et al., 
2002; Weiske and Huber, 2005). Les études réalisées sur les HEK293 ont consisté à 
transfecter un plasmide contenant un gène rapporteur sous le contrôle d’un promoteur cible du 
complexe β-caténine/TCF/LEF et à observer son expression en présence de Reptine ou de 
Pontine exogènes. Les résultats ont montré que la Reptine a un effet répresseur sur l’activité 
transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF/LEF, contrairement à la Pontine qui a un effet 
activateur (Figure 15). La Reptine exerce son effet répresseur probablement en interagissant 
directement avec la β-caténine, puisqu’en l’absence de β-caténine, la Reptine n’inhibe pas 
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l’activité transcriptionnelle de la protéine de fusion LEF/VP16 (Bauer et al., 2000). 
Cependant, il serait intéressant de confirmer ce résultat en utilisant une forme tronquée de la 
β-caténine  pour son domaine d’interaction avec la Reptine.  
Enfin, plusieurs travaux ont montré que le rôle répresseur de la Reptine passe par le 
recrutement de l’histone déacétylase HDAC1 (Kim et al., 2006; Kim et al., 2005; Olson et al., 
2006). L’activité répressive de la Reptine est dépendante de sa sumoylation au niveau de la 
lysine 456, car elle a pour conséquence de favoriser la localisation nucléaire de la Reptine et 




Figure 15 Régulation de l'activité transcriptionnelle de la β-caténine par la Reptine et la Pontine. 
(Grigoletto et al., 2011)  
 
La Reptine a également été identifiée comme partenaire des protéines APPL1 et APPL2, des 
adaptateurs endosomaux qui régulent l’activité transcriptionnelle de la -caténine (Rashid et 
al., 2009). Ils appartiennent à un complexe qui inclut la Reptine, la β-caténine, HDAC1 et 
HDAC2. La surexpression de APPL1 ou APPL2 entraine une augmentation dose-dépendante 
de l’activation de la transcription du complexe β-caténine/TCF/LEF, alors que leur extinction 
par siRNA induit l’inverse. Cette surexpression d’APPL1 ou APPL2 induit en réalité une 
levée de la répression exercée par la Reptine sur la transcription dépendante de la β-caténine,  
via la diminution de l’association entre la Reptine et HDAC1/HDAC2 et entre la Reptine et la 
β-caténine (Rashid et al., 2009). La Reptine ne réprime pas uniquement l’activité 
transcriptionnelle de la -caténine dans le contexte du complexe -caténine/TCF/LEF, mais 
aussi dans celui du complexe -caténine/Prop1 au cours du développement hypophysaire chez 




Weiske et al. 2005 ont démontré que les effets répresseur de la Reptine ou activateur de la 
Pontine sur l’activité transcriptionnelle du complexe -caténine/TCF/LEF pouvaient être 
modulés par Hint1, un membre de la famille des protéines comportant des triades d’histidines. 
En effet, Hint1 est capable d’empêcher la formation du complexe Reptine/Pontine en 
favorisant la formation des complexes -caténine /Reptine/Hint1 ou -caténine /Pontine/Hint1 
(Weiske and Huber, 2005). 
 
L’implication de l’activité ATPase de la Reptine dans la répression de la transcription 
dépendante de la β-caténine n’a pas encore été étudiée. Néanmoins, une étude réalisée chez le 
poisson zèbre a permis de relier l’activité ATPase de la Reptine à l’activité transcriptionnelle 
du complexe β-caténine/TCF/LEF (Rottbauer et al., 2002). Cette étude met en évidence 
l’existence d’une forme mutée de la Reptine de poisson zèbre. Cette mutation, nommée lik 
(liebeskummer), est liée à un défaut d’épissage conduisant à l’ajout de 3 acides aminés (FCR) 
dans la protéine traduite. La Reptine porteuse de cette mutation lik  possède une activité 
ATPase augmentée par rapport à la protéine sauvage et indépendante de l’ADN. Elle réprime 
de façon plus importante l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF/LEF que la 
Reptine sauvage. Cependant, les effets de cette mutation activatrice  pourraient être indirects. 
En effet, la Reptine mutée lik forme des complexes de plus haut poids moléculaire que ceux 
formés par la Reptine sauvage, ce qui suggère qu’ils pourraient avoir une composition 
différente (Rottbauer et al., 2002).  
En revanche, l’utilisation d’un mutant inactif de la Pontine (D302N) a permis de mettre en 
évidence que son activité ATPase était nécessaire pour son rôle dans le contrôle 
transcriptionnel du complexe β-caténine/TCF/LEF et la transformation induite par la β-
caténine (Feng et al., 2003).  
 
2- Rôle agoniste de la Reptine vis-à-vis de l’activité répressive de la β-caténine sur la 
transcription 
 
L’étude de Kim et al. a permis de mettre en évidence que l’expression du gène KAI1 est 
réprimée par le complexe -caténine/Reptine dans des lignées de cellules métastatiques de la 
prostate (Kim et al., 2005)(Figure 16). KAI1 est un gène anti-métastatique sous-exprimé dans 
de nombreux cancers (Liu and Zhang, 2006). Il code la protéine transmembranaire KAI1, 
également appelée CD82, qui appartient à la superfamille des tétraspanines. La répression de 
la transcription de KAI1 par le complexe Reptine /-caténine passe par le recrutement de 
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HDAC1 sur le promoteur de KAI1 dans les cellules métastatiques du cancer de la prostate 
(Kim et al., 2005).  
 
 
Figure 16 Régulation de la transcription de KAI1 par les complexes Reptine/b-caténine et 
Pontine/Tip60. (Kim et al., 2005) 
 
Dans les cellules non métastatiques du cancer de la prostate, ce ne sont plus la Reptine et la -
caténine mais l’acétyl transférase TIP60 et la Pontine qui sont recrutées sur le promoteur de 
KAI1, ce qui permet l’acétylation des histones H3 et H4 au niveau de cette région promotrice, 
et donc l’expression du gène KAI1 (Kim et al., 2005). Dans les deux cas, les complexes 
Reptine/-caténine ou Pontine/Tip60 sont recrutés sur le promoteur du gène KAI1 grâce à 
NF-kB p50 (Figure 16). 
 
b) Modulation de l’activité transcriptionnelle de c-Myc 
 
c-Myc est un facteur de transcription appartenant à la famille des protéines à domaine « basic 
helix-loop-helix leucine zipper » (bHLH-LZ). Il joue un rôle essentiel dans plusieurs 
fonctions biologiques majeures telles que le développement embryonnaire, la prolifération, la 
différenciation cellulaire, l’apoptose et la tumorigenèse. 
 
Wood et al. ont mis en évidence par chromatographie d’affinité et immunoprécipitation que la 
Reptine et la Pontine étaient capables de former un complexe avec c-Myc in vitro (Wood et 
al., 2000). Ces deux protéines sont aussi capables d’interagir avec c-Myc in vivo à des 
niveaux endogènes physiologiques. En utilisant des mutants de c-Myc, ils ont montré que 
cette liaison était dépendante du domaine MBII (acides aminés 118 à 152 et 129 à 145) de c-
Myc, qui est essentiel à toutes ses activités biologiques. Les régions de la Pontine nécessaires 
à son interaction avec c-Myc ont été identifiées par une approche de délétions successives de 
la Pontine et co-immunoprécipitation. Elles sont situées entre les motifs Walker A et Walker 
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B, au niveau des acides aminés 63 à 135 et 290 à 366. En revanche, le domaine d’interaction 
avec c-Myc dans la Reptine n’est pas encore connu. 
 
Une mutation ponctuelle inhibitrice (D302N) dans le motif Walker B de la Pontine n’altère 
pas l’interaction de la Pontine avec c-Myc, ni avec la Reptine. Cependant, l’expression de ce 
mutant, entraine une forte diminution de la transformation induite par c-Myc dans des 
fibroblastes d’embryons de rat. La Pontine est donc nécessaire, à travers son activité ATPase, 
à la transformation induite par c-Myc (Wood et al., 2000). De plus, l’expression de ce mutant 
inactif de la Pontine (D302N) augmente l’apoptose dépendante de c-Myc, provoquant donc 
un effet dominant négatif sur l’activité oncogénique de c-Myc. Ces résultats montrent 
l’importance de l’activité ATPase de la Pontine pour les fonctions dépendantes de c-Myc 
(Dugan et al., 2002). Il n’y a pas eu d’études similaires concernant la Reptine, mais on peut 
supposer qu’elle est également capable de réguler les effets de c-Myc car elle se fixe à c-Myc 
sur le même domaine que la Pontine. 
 
c-Myc joue un rôle important dans la prolifération cellulaire en activant ou en réprimant la 
transcription de gènes cibles. Ces effets dépendent de la composition des complexes dans 
lesquels c-Myc se trouve. Ainsi, en s’hétérodimérisant avec le facteur de transcription Max, c-
Myc se lie aux séquences E-box et active des gènes du cycle cellulaire comme la cycline D2. 
De façon alternative, c-Myc peut interagir avec le facteur de transcription Miz-1 et bloquer 
l’expression des gènes cibles de Miz-1 impliqués dans l’inhibition du cycle cellulaire. La 
Reptine et la Pontine sont capables de moduler l’activité transcriptionnelle de l’hétérodimère 
c-Myc/Miz-1. Au cours du développement du xénope, elles peuvent réguler la prolifération 
cellulaire notamment en augmentant la répression exercée par c-Myc sur l’expression des 
gènes cibles de Miz-1. Ce rôle a été mis en évidence par l’expression d’un dominant négatif 
de Miz-1 incapable d’interagir avec l’ADN, et par l’utilisation de gènes rapporteurs sous le 
contrôle du promoteur de p21, un inhibiteur du cycle cellulaire qui est un gène cible de Miz-1 
(Etard et al., 2005). 
 
Enfin, Li et al. ont montré que la Reptine était nécessaire au recrutement de c-Myc sur le 
promoteur du gène hTERT (« human Telomerase Reverse Transcriptase »), codant l’enzyme 
reverse transcriptase de la télomérase (Li et al., 2010). En coopération avec c-Myc, la Reptine 
est donc capable d’activer la transcription de hTERT, et d’augmenter l’expression et l’activité 





c) Modulation de l’activité transcriptionnelle d’ATF2 
 
La protéine ATF2 est un membre de la famille des facteurs de transcription bZIP (basic-
leucine-zipper). Cette famille, qui est impliquée dans la croissance cellulaire, la progression 
du cycle cellulaire, la différenciation et la transformation, est divisée en quatre sous-familles 
de protéines : AP-1, ATF/CREB, C/EBP et Maf, sur la base de la séquence du promoteur 
qu’elles sont capables de lier. ATF2 est un membre de la famille ATF-CREB qui comprend 
aussi CREB, ATFa, CREBP-2, ATF3, ATF4, et ATF6. Plusieurs données indiquent qu’ATF2 
est impliqué dans la tumorigenèse en tant que suppresseur de tumeurs. En effet, les souris 
hétérozygotes pour le gène ATF2 développent plus de tumeurs mammaires que les souris 
contrôles, et l’expression des ARNm d’ATF2 est diminuée d’environ 50% dans différents 
types de cancers du sein humains (Maekawa et al., 2007). 
 
Cho et al. ont montré, par le système du double hybride chez la levure et co-
immunoprécipitation dans des cellules HEK293T, que la Reptine interagissait avec ATF2. 
L’utilisation de mutants de la Reptine indique que l’extrémité C-terminale de la Reptine 
(acides aminés 307 à 463) est requise pour son interaction avec ATF2. Le domaine d’ATF2 
responsable de son interaction avec la Reptine est situé entre les acides aminés 150 et 248. 
Cette association est  spécifique, puisque la Pontine n’interagit pas avec ATF2, et est 
dépendante de la phosphorylation des résidus 69 et 71 de la protéine ATF2 (Cho et al., 2001). 
L’association de la Reptine avec ATF2 réprime l’activité transcriptionnelle d’ATF2 et cette 
répression est indépendante de l’activité ATPase de la Reptine.  Le domaine C-terminal de la 
Reptine est suffisant pour son interaction avec ATF2 et pour la répression de l’activité 
transcriptionnelle d’ATF2. Les auteurs ont également montré que l’association entre ATF2 
endogène et la Reptine est augmentée après irradiation aux UV ou aux rayons X dans les 
cellules HEK293T (Cho et al., 2001). Ainsi, en condition de stress génotoxique, la Reptine 
régule la fonction pro-apoptotique d’ATF2. 
 
d) Modulation de l’expression et de l’activité transcriptionnelle de ARF 
 
Le gène ARF (Alternate Reading Frame), codant p14 chez l’homme et p19 chez la souris, est 
le deuxième suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté après p53 dans les cancers. 
Lorsque p14ARF est activé, il est capable d’inhiber Mdm2 et ainsi de stabiliser et activer p53. 
Xie et al. ont montré que l’extinction de l’expression de la Reptine par siRNA entraine une 
augmentation de l’expression de p14ARF dans des cellules de carcinome colorectal. 
Inversement, la surexpression de la Reptine dans ces cellules induit une diminution de 
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l’expression de p14ARF (Xie et al., 2012). En plus de cet effet sur l’expression de p14ARF, 
les auteurs ont aussi mis en évidence, par l’utilisation d’un système rapporteur et 
immunoprécipitation de chromatine, que la Reptine exerçait un effet répresseur sur l’activité 
transcriptionnelle de p14ARF en se fixant sur son promoteur. Chez la souris, la surexpression 
de la Reptine induit une sous-expression de p53 et de ses gènes cibles à travers la régulation 
de p19ARF (Xie et al., 2012). 
 
e) Modulation de l’activité transcriptionnelle de la polymérase du virus Influenza 
 
D’après une étude à haut débit réalisée dans le but d’identifier des protéines cibles impliquées 
dans la réplication virale, la Reptine humaine est capable d’interagir avec les complexes 
ribonucléoprotéiques (RNPs) du virus Influenza (Mayer et al., 2007). Plus récemment, 
Kakugawa et al. ont montré que la surexpression de la Reptine humaine dans des cellules 
HEK293 induit une diminution de l’activité polymérase virale, associée à une diminution de 
la réplication et de la synthèse protéique du virus Influenza A (Kakugawa et al., 2009). La 
Reptine humaine interagit avec le complexe de réplication viral, et plus précisément avec les 3 
sous-unités protéiques de la ribonucléoparticule virale : la protéine NP (Nucléoprotein) et les 
polymérases PB1 et PB2. La surexpression de la Reptine humaine entraine la diminution de 
l’oligomérisation de la Proteine NP, nécéssaire pour sa fonction, ce qui aboutit à une 
inhibition de l’activité ARN polymérase virale du virus Influenza A. Dans cette même étude, 
le mutant inactif D299N de la Reptine (mutation dans le motif Walker B) réprime l’activité 
polymérase et la réplication virale de la même façon que la protéine sauvage, ce qui montre 
que l’activité ATPase de la Reptine n’est pas nécessaire pour son rôle anti-viral (Kakugawa et 
al., 2009). 
 
2) Réparation des lésions de l’ADN et remodelage de la chromatine 
 
L’homologie de la Reptine et de la Pontine avec l’hélicase bactérienne RuvB laisse entrevoir 
un rôle de ces protéines dans la réparation de l’ADN. En effet, RuvB catalyse la migration des 
branches au niveau des jonctions de Holliday qui ont lieu durant la recombinaison homologue 
ou durant la réparation des fourches de réplications bloquées (Shinagawa and Iwasaki, 1996) 
 
Chez la levure, la Reptine et la Pontine sont nécessaires pour la réparation des lésions de 
l’ADN. En effet, Radovic et al. ont montré que différentes lignées de levures hétérozygotes 
pour le gène de la Reptine et/ou la Pontine perdent leur capacité à réparer les cassures double 
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brin de l’ADN par recombinaison homologue et sont également incapables de réparer les 
lésions de l’ADN suite à une irradiation aux UV (Radovic et al., 2007). Bien que, chez la 
levure, ni leur expression, ni leur localisation subcellulaire ne soit altérée après irradiation aux 
UV (Radovic et al., 2007), on observe une relocalisation nucléaire ponctiforme de la Pontine, 
associée à l’histone H2AX au sein de la chromatine, après irradiation aux UV dans les 
cellules humaines HEK293T (Jha et al., 2008). 
Les mécanismes d’action de ces protéines ne sont pas encore réellement compris et la 
possibilité qu’elles soient impliquées indirectement dans la réparation de l’ADN via le 
remodelage de la chromatine, ou via des régulations transcriptionnelles, n’est pas exclue.  
 
La Reptine et la Pontine ont été identifiées au sein de différents complexes de remodelage de 
la chromatine (Figure 17) : le complexe INO80 chez la levure (Jonsson et al., 2004; Shen et 
al., 2000) et chez  l’Homme (Jin et al., 2005), le complexe TIP60 humain (Ikura et al., 2000) , 
le complexe levure SWR1 (Mizuguchi et al., 2004) et son homologue humain SRCAP (Cai et 
al., 2005; Ruhl et al., 2006). Nous décrirons leurs rôles, ainsi que l’implication de la Reptine 
et de la Pontine dans ces complexes. 
 
 
Figure 17 Complexes macromoléculaires impliquant la Reptine et la Pontine. (Gallant, 2007) 
 




Le complexe INO80, très conservé de la levure à l’Homme, fait partie des complexes de 
remodelage de la chromatine contenant des ATPases de la superfamille Swi/Snf. Ces enzymes 
utilisent l’hydrolyse de l’ATP pour augmenter l’accessibilité de l’ADN à des protéines 
régulatrices, à travers le glissement d’octamères d’histones, l’échange ou le déplacement des 
dimères H2A-H2B, ou encore la modification de l’interaction entre les histones et l’ADN. 
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, le complexe INO80 purifié contient quinze 
principales sous-unités de stœchiométrie équivalente, exceptées la Reptine et la Pontine qui 
ont une stœchiométrie de 6 :1 par rapport aux autres composants du complexe. Ce complexe 
fonctionnel est composé des protéines Ino80p, Arp4, Arp5, Arp8, actine, Ies1, Ies2, Ies3, Ies4, 
Ies5, Ies6, la Pontine, la Reptine, et Nhp10 (Shen et al., 2000; Shen et al., 2003). Le complexe 
humain INO80 est très conservé et contient les orthologues de Ino80p, Arp4, Arp5, Arp8, 
Ies2, Ies6, la Reptine et la Pontine, ainsi que cinq sous-unités uniques : Amida/TCF3 fusion 
partner, FLJ90652, NFRKB, MCRS1 et FLJ20309 (Jin et al., 2005). Chez la levure comme 
chez l’Homme, ce complexe possède une activité de remodelage de la chromatine dépendante 
de l’ATP (Jin et al., 2005; Shen et al., 2000). 
 
Le complexe INO80 est impliqué dans la réparation des lésions de l’ADN via la 
recombinaison homologue et le processus de « non-homologous end-joining » qui joint 
directement les extrémités des cassures double brin d’ADN (Bao and Shen, 2007). De plus, la 
phosphorylation de H2AX, critique pour la réparation, est nécessaire au recrutement de 
INO80 sur ces lésions de l’ADN (Bao and Shen, 2007; van Attikum et al., 2004). 
 
La Reptine et la Pontine sont essentielles à l’assemblage du complexe INO80 fonctionnel, en 
permettant l’association de la sous unité Arp5p avec le reste du complexe (Jonsson et al., 
2004). Aussi, la déplétion de la Reptine ou de Ino80p aboutit à une régulation commune de 
l’expression des gènes (Jonsson et al., 2004; Shen et al., 2000). L’activité ATPase de la 
Reptine n’est pas requise pour cette fonction, puisque le mutant inactif D299N est tout autant 
capable que la Reptine sauvage de participer à l’assemblage du complexe INO80 (Jonsson et 
al., 2004). 
 
b) Complexe SRCAP 
 
Le complexe SRCAP (SNF2-related CBP activator protein), comme le complexe INO80, est 
apparenté à la superfamille des complexes de remodelage de la chromatine à activité ATPase 
Swi/Snf. La protéine SRCAP est un coactivateur des récepteurs nucléaires, mais son activité 
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ATPase n’est pas nécessaire pour son rôle dans la régulation de la transcription (Johnston et 
al., 1999). Le complexe SRCAP est connu pour catalyser l’échange de l’histone H2A par le 
variant d’histone H2A.Z au sein de nucléosomes reconstitués (Ruhl et al., 2006). La Reptine 
et la Pontine ont été identifiées dans le complexe SRCAP, mais on ne connait pas encore leur 
rôle précis au sein de ce complexe. Cependant, Choi et al. ont mis en évidence qu’elles étaient 
impliquées dans l’échange du variant d’histone H2A.Z (Choi et al., 2009). 
 
c) Complexe TIP60 
 
TIP60 est une histone acétyl transférase, identifiée pour la première fois comme partenaire de 
la protéine Tat du VIH. Elle catalyse le transfert de groupes acétyl à partir d’un acétyl-
coenzyme A vers un résidu lysine. La protéine TIP60 est impliquée dans de nombreux 
processus cellulaires comme la régulation de la transcription, le cycle cellulaire, l’apoptose, la 
réparation des lésions de l’ADN et la tumorigenèse (Sapountzi et al., 2006).  
TIP60 est capable d’acétyler les histones H2A, H3, H4, avec une préférence pour H2A et H4 
lorsqu’elle est dans un complexe multiprotéique stable (Ikura et al., 2000) ; elle peut 
également acétyler des facteurs de transcription tels que le récepteur aux androgènes (AR), ou 
la kinase ATM (Ataxia telangiectasia mutated) (Sapountzi et al., 2006).  L’utilisation d’une 
protéine Tip60 recombinante et de nucléosomes reconstitués in vitro a permis de mettre en 
évidence que la protéine seule est incapable d’acétyler les histones. La présence des autres 
sous-unités du complexe Tip60 est donc indispensable à son activité (Ikura et al., 2000), 
 
 En fonction des processus cellulaires auxquels elle participe, la protéine TIP60 peut former 
des complexes transitoires avec des partenaires protéiques appropriés. Cependant, la majorité 
de TIP60 cellulaire existe au sein du complexe multiprotéique nucléaire TIP60, qui consiste 
en au moins 18 sous unités (Sapountzi et al., 2006). Ikura et al. ont purifié une grande partie 
de ce complexe (14 sous unités) et ont montré que le complexe Reptine/Pontine, 
probablement sous forme de double hexamère, était responsable d’une grande partie de son 
activité ATPase (Ikura et al., 2000). En revanche, bien que le complexe TIP60 présente une 
activité hélicase 3’-5’, il n’est pas certain qu’elle provienne du complexe Reptine/Pontine (Cf 
III-d-2).  
 
TIP60 joue un rôle essentiel dans la réponse aux lésions de l’ADN en participant à la 
signalisation des lésions pour la machinerie cellulaire, à la réparation de l’ADN et au 
remodelage de la chromatine à proximité de ces lésions. Ainsi, des cellules exprimant une 
forme inactive de TIP60 accumulent les cassures double brin d’ADN (Ikura et al., 2000). 
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Après induction de cassures double brin de l’ADN, TIP60, en complexe avec ATM, joue le 
rôle de senseur initial de ces lésions et promeut la phosphorylation de l’histone H2AX. Le 
complexe TIP60/TRRAP acétyle l’histone H4, permettant ainsi de dérouler la chromatine ce 
qui favorise l’accès de la machinerie de réparation d’ADN aux lésions. Lorsque la réparation 
a eu lieu, le complexe TIP60, via P400, acétyle H2AX phosphorylée (H2AX) et catalyse 
l’échange de H2AXacétylée par une histone non modifiée, supprimant ainsi le signal de 
lésion de l’ADN (Jha et al., 2008; Sapountzi et al., 2006) (Figure 18).  
 
 
Figure 18 Modèle du mécanisme d'action de TIP60 en réponse aux lésions de l'ADN double brin. 
(Sapountzi et al., 2006) 
 
Jha et al. ont démontré que la Pontine était nécessaire à l’activité acétyl transférase du 
complexe TIP60 et à la déphosphorylation de H2AX après réparation de l’ADN (Jha et al., 
2008). De plus, Choi et al.  ont rapporté que les complexes humains TIP60 et SRCAP étaient 
capables de catalyser l’échange de l’histone H2A contre le variant H2A.Z à travers 
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l’acétylation de H2A, et que la Reptine et la Pontine, sous-unités communes aux deux 
complexes, étaient impliquées dans cette réaction (Choi et al., 2009). 
 
Par ailleurs, la protéine TIP60, à travers son activité histone acétyl transférase, est aussi 
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et l’apoptose. En effet, elle est nécessaire à 
l’arrêt du cycle en G1/S dépendant de p53, et à l’activation de gènes cibles de p53 en réponse 
aux lésions de l’ADN, comme p21, qui inhibe la progression du cycle cellulaire (Berns et al., 
2004; Doyon et al., 2004; Sapountzi et al., 2006). L’expression de TIP60, ainsi que d’autres 
protéines du complexe comme P400, la Reptine et la Pontine, est également nécessaire à 
l’induction de l’apoptose induite par les UV (Tyteca et al., 2006). Ikura et al. ont montré que 
l’activité acétyl transférase de TIP60 était essentielle à la réponse aux lésions de l’ADN et à 
l’induction de l’apoptose, puisque les cellules exprimant une protéine TIP60 déficiente pour 
son activité histone acétyl transférase présentaient des anomalies dans l’induction de 
l’apoptose après irradiation  (Ikura et al., 2000). Ainsi, TIP60 joue un rôle important dans 
l’expression de gènes cibles pro-apoptotiques de p53 comme Fas, Bax ou Apaf-1.  
 
L’utilisation d’un modèle de souris transgénique E-Myc hétérozygote pour TIP60 (Tip60+/-) 
a montré que l’haplo-insuffisance du gène TIP60 accélère significativement l’apparition des 
lymphomes B induit par Myc. Ces résultats démontrent que TIP60 peut se comporter comme 
un gène suppresseur de tumeur (Gorrini et al., 2007). Des données cliniques confortent un 
rôle de TIP60 dans la carcinogénèse humaine. En effet, dans le cancer du sein, le taux 
d’ARNm de TIP60 est diminué par rapport au tissu normal (40% d’une série de 52 cas). La  
diminution de l’expression des ARNm est plus importante dans les hauts grades du cancer du 
sein (85% d’une série de 21 cas) (Gorrini et al., 2007). L’expression de TIP60 est réduite dans 
d’autres cancers comme les carcinomes colorectaux (Mattera et al., 2009), le carcinome du 
cou à cellules squameuses et le lymphome B de bas grade. Les faibles taux d’ARNm de 
TIP60 dans ces cancers sont presque toujours corrélés à une perte d’hétérozygotie du gène 
HTATIP codant TIP60, mais dans de rares cas de lymphomes B, il peut y avoir une 
hyperméthylation des ilots CpG du promoteur du gène HTATIP (Gorrini et al., 2007).  
 
3) Activité « chaperone » : participation au complexe R2TP 
 
Le complexe R2TP (Ruvbl1-Ruvbl2-Tah1-Pih1) a été identifié comme un complexe 
partenaire et « co-chaperone » de HSP90 (« Heat Shock Protein 90 »), qui est nécessaire à 
l’assemblage et à la conformation de nombreuses protéines (Zhao et al., 2005). La protéine 
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HSP90 ne fait pas partie de ce complexe, mais s’y associe via son interaction avec Tah1 et 
Pih1 pour stabiliser le complexe R2TP et participer à son activité « chaperone » (Zhao et al., 
2008). Le complexe R2TP est très conservé de la levure à l’Homme et est constitué des sous-
unités suivantes (levure/Homme) : Pih1/PIH1D1 (ou NOP17), Tah1/RPAP3 (ou hSPAGH), 
Rvb2/Reptine et Rvb1/Pontine (Zhao et al., 2005). Il est impliqué dans la formation des 
snoRNPs (« small nucleolar ribonucleoprotein particles ») matures, l’assemblage de l’ARN 








a) Assemblage des snoRNPs 
 
Les petits ARNs nucléolaires (snoRNAs) sont des ARN localisés dans le nucléole des cellules 
eucaryotes et sont impliqués dans la maturation des ARN ribosomaux (ARNr), composants 
essentiels des ribosomes. On distingue deux types de snoRNAs (Figure 20) :  
- le type C/D, qui contient 2 boîtes bien conservées (C et D), et qui est responsable de la 
2-O-méthylation des ARNr. 
- le type H/ACA, avec une conformation en double épingle à cheveux permettant de lier 
les ARNr cibles, et qui est responsable de la pseudouridylation des ARNr. 
 
Les snoRNAs appartiennent à des complexes ribonucléoprotéiques appelés snoRNPs. La 
biogénèse des snoRNPs correspond à la synthèse de snoRNAs et de composants protéiques, 
l’assemblage des snoRNPs, et leur adressage dans le nucléole. De nombreuses étapes de 
maturation des pré-ARNr font appel aux snoRNPs, car ils permettent le bon positionnement 
des enzymes de modifications sur le pré-ARNr (Granneman and Baserga, 2004). Les ARNr 
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18S, 5.8S et 25S  sont transcrits en un grand précurseur polycistronique d’ARN (Pré-ARNr) 
par l’ARN polymérase I, contrairement au quatrième ARN ribosomal (5S) qui est 




Figure 20 Représentation schématique des complexes snoRNPs de type C/D et H/ACA.  
Ribosomal RNA Denis LJ Lafontaine, David Tollervey 2006 
 
 
Plusieurs études ont permis de mettre en évidence que la Reptine et la Pontine, à travers leur 
participation au complexe R2TP, étaient impliquées dans la biogénèse et l’assemblage des 
snoRNP, en particulier ceux de type C/D (Figure 21). Chez la levure, l’extinction de la Reptine 
ou sa substitution par un mutant « ATPase dead » (muté dans le motif Walker A) empêche la 
localisation nucléolaire des protéines du complexe des snoRNPs ainsi que l’accumulation des 
snoRNAs de type C/D et H/ACA, suite à un défaut de production des snoRNAs ou à leur 
déstabilisation (King et al., 2001).  Aussi, la Reptine est nécessaire pour la maturation du pré-
ARNr qui permet la génération des ARNr 18S, 5.8S et 25S, via son rôle dans l’assemblage 
des snoRNPs. Dans des lignées cellulaires humaines, l’extinction de la Reptine, mais surtout 
de la Pontine, entraine une réduction de la quantité de snoRNAs de type C/D et H/ACA 
(Machado-Pinilla et al., 2012; Watkins et al., 2004). Les résultats obtenus dans différentes 
études suggèrent que le remodelage des snoRNPs matures par la Reptine et la Pontine serait 






Figure 21 Rôle du complexe R2TP-HSP90 dans l'assemblage des snoRNPs de type C/D chez la 




Deux études ont montré que la Reptine et la Pontine, ainsi que les autres membres du 
complexe R2TP (PIH1D1 et RPAP3) étaient nécessaire à la biogénèse des snoRNPs chez la 
levure et chez l’Homme (Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008). Depuis, le mécanisme par 
lequel la Reptine et la Pontine, au sein du complexe R2TP, participent à l’assemblage des 
snoRNPs de type H/ACA a été approfondi (Machado-Pinilla et al., 2012). La protéine SHQ1 
et la pseudouridine synthase dyskerine (ou NAP57) font partie des facteurs d’assemblage qui 
interviennent spécifiquement dans l’assemblage des snoRNPs de type H/ACA. L’une des 
étapes nécessaires à la formation de snoRNPs de type H/ACA matures est la dissociation du 
complexe formé par la dyskerine et SHQ1. Machado-Pinilla et al. ont montré que le complexe 
R2TP interagissait avec les protéines SHQ1 et dyskerine, et que chacune des sous-unités du 
complexe R2TP, dont la Reptine et la Pontine, était requise pour leur dissociation dans les 
cellules HeLa. De plus, le recrutement du complexe R2TP au niveau du complexe dyskerine-
SQH1 dans les snoRNPs en formation a lieu grâce à P1H1D1. Après dissociation de la 
dyskerine et SHQ1 par le complexe R2TP, la Pontine reste associée à la dyskerine (Machado-
Pinilla et al., 2012).  
 
b) Assemblage de l’holoenzyme ARN polymérase II 
 
Les ARN polymérases jouent un rôle essentiel dans la cellule. Alors que les ARN 
polymérases I et III transcrivent des ARN non codants, l’ARN polymérase II est responsable 
de la transcription des ARN messagers. Chaque ARN polymérase est une holoenzyme 
composée de plusieurs sous-unités (12 à 17) nécessaires à sa fonction. Les premiers travaux 
réalisés sur la Pontine, chez le rat, ont mis en évidence qu’elle est une partenaire protéique de 
TBP (TATA Binding Protein), un composant essentiel pour la régulation de la transcription 
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par l’ARN polymérase II (Kanemaki et al., 1997). Depuis, deux autres études ont confirmé 
que la Pontine humaine interagit avec TBP et l’holoenzyme ARN polymérase II. Alors que 
l’une montre que la Pontine n’interagit pas directement avec TBP (Qiu et al., 1998), l’autre 
rapporte l’inverse (Bauer et al., 1998). Qiu et al. ont démontré que plus de 30% de la Pontine 
humaine cellulaire totale co-purifie avec l’ARN polymérase II dans des cellules tumorales 
HeLa. De plus, la Pontine humaine co-immunoprécipite aussi avec deux autres composants de 
l’holoenzyme ARN polymérase II : CBP (CREB-binding protein) et BRCA1 (Qiu et al., 
1998).  
 
Bien qu’elles soient très étudiées, encore peu de choses sont connues sur les mécanismes 
conduisant à l’assemblage des ARN polymérases. Cependant, une étude récente a montré que 
la Reptine et la Pontine, à travers leur participation au complexe R2TP, étaient nécessaires à 
l’assemblage cytoplasmique de l’holoenzyme ARN polymérase II dans des cellules humaines 
(Boulon et al., 2010). Dans cette étude, Boulon et al. ont montré l’existence de deux sous-
complexes protéiques distincts contenant différentes sous-unités de l’ARN polymérase II. 
L’un serait composé de Rpb1 et Rpb8, alors que l’autre comprendrait  Rpb2, Rpb3, Rpb10, 
Rpb11, et Rpb12. Seul le complexe Rpb1- Rpb8 a été retrouvé associé au complexe R2TP et à 
HSP90. Il se produit une accumulation cytoplasmique de la sous-unité de l’ARN polymérase 
II Rpb1 libre lorsque l’assemblage de l’holoenzyme est inhibé par la déplétion des autres 
sous-unités, ce qui suggère que l’assemblage de l’holoenzyme dans le cytoplasme est une 
étape nécessaire pour son import nucléaire consécutif. Par une approche de spectrométrie de 
masse, les auteurs ont mis en évidence que l’association entre le complexe R2TP et les sous-
unités de l’ARN polymérase II : Rpb1, Rpb5, et Rpb8 passait par RPAP3.  RPAP3 joue un 
rôle essentiel pour la stabilité de Rpb1 dans le cytoplasme, puisque la déplétion de RPAP3 
entraine une co-déplétion de la protéine Rpb1. Finalement, cette étude a permis de démontrer 
que le complexe R2TP et la « co-chaperone » HSP90 étaient impliqués dans le recrutement et 
la stabilité des sous-unités Rpb1 et Rpb8 lors de l’assemblage cytoplasmique de  l’ARN 
polymérase II (Boulon et al., 2010). 
 
4) Régulation des protéines de la famille PIKK 
 
En plus d’interagir avec TRRAP au sein du complexe TIP60, la Reptine et la Pontine sont 
capables de s’associer avec tous les autres membres de la famille des PI3K-related protein 
kinases (PIKK) dans les cellules tumorales humaines Hela (Izumi et al., 2010).  Cette famille 
est composée d’ATM, ATR, mTOR, DNA-PKcs, TRRAP, et SMG1.  Les kinases ATM et 
ATR sont impliquées dans la réparation des lésions de l’ADN. En réponses à des cassures 
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double brin de l’ADN, ATM phosphoryle la protéine Chk2 et ATR la protéine Chk1 pour 
activer les checkpoints du cycle cellulaire et permettre la réparation de l’ADN. La DNA-PKcs 
intervient également lors de cassures double brin de l’ADN, et est nécessaire pour le « Non-
Homologous End-Joining » (NHEJ) (Meek et al., 2004). Alors que TRRAP est impliqué dans 
le remodelage de la chromatine, mTOR participe au contrôle de la croissance cellulaire en 
intégrant les signaux extracellulaires. Enfin, SMG1 est nécessaire à la dégradation des ARNm 
présentant des codons stop prématurés : le « Nonsense Mediated mRNA Decay » (NMD). 
 
L’extinction de la Reptine ou de la Pontine par siRNA entraine une diminution significative 
de l’expression de chacune des PIKK. Cette diminution d’expression pour ATM et ATR est 
retrouvée en condition basale, mais aussi après irradiation aux rayons infra-rouge (IR) ou aux 
Ultraviolets (UV). En aval d’ATM et d’ATR, la phosphorylation de Chk2 et Chk1 est 
fortement diminuée après irradiation aux IR et UV en l’absence de la Reptine ou de la Pontine 
(Izumi et al., 2010). De même, les cibles des kinases mTOR et SMG1, p70 S6K et Upf1, sont 
moins phosphorylées en l’absence de la Reptine ou de la Pontine. Ni et al., en revanche, n’ont 
pas observé de variation de la phosphorylation de Chk2 et Chk1 après extinction de la Reptine 
ou de la Pontine et irradiation UV dans les mêmes cellules, mais ils n’indiquent pas si cette 
extinction avait pour effet de réduire les concentrations d’ATM ou ATR (Ni et al., 2009).  
 
La substitution de la Reptine ou de la Pontine par des mutants inactifs D299N ou D302N 
conduit à la même diminution d’expression de DNA-PKcs, ATM, ATR, mTOR et TRRAP 
que l’extinction sans remplacement de l’une ou l’autre des deux protéines, ce qui indique que 
l’activité ATPase de la Reptine et de la Pontine est nécessaire à l’expression des protéines de 
la famille PIKK. Par ailleurs, la déplétion de la Reptine ou de la Pontine diminue de façon 
significative la phosphorylation d’Upf1, la principale cible de la kinase SMG1, dans des 
conditions ou l’expression de SMG1 n’est pas modifiée. La substitution de la Pontine 
endogène par un mutant inactif (D302N) provoque une diminution de la phosphorylation 
d’Upf1 similaire à celle observée après la déplétion sans remplacement de la Pontine. Ces 
résultat montrent que la Pontine, à travers son activité ATPase, est nécessaire pour l’activité 
kinase de SMG1, et donc pour le contrôle du NMD (Izumi et al., 2010). 
 
La Reptine et la Pontine étant capables d’interagir avec toutes les PIKK, d’après des données 
de co-immunoprécipitation dans les cellules HeLa (Izumi et al., 2010), il est probable qu’elles 
participent à leur stabilité via cette interaction. Leur présence au sein du complexe R2TP est 
un argument de plus en faveur d’une activité « chaperone » de la Reptine et de la Pontine sur 
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les protéines PIKK. En effet, le complexe R2TP interagit avec Tel2, une protéine essentielle 
impliquée notamment dans la réparation des lésions ADN et la conservation des télomères. 
Takai et al. avaient déjà montré que Tel2 interagissait avec les protéines de la famille PIKK et 
était nécessaire au maintien de leur stabilité (Takai et al., 2007; Takai et al., 2010). La sous-
unité PIH1D1 du complexe R2TP se lie directement à Tel2 et cette interaction est dépendante 
de phosphorylations de Tel2 sur ses résidus serines 487 and 491. Horejsi et al. ont récemment 
montré que l’expression d’un mutant de Tel2, encore capable de lier les protéines PIKK, mais 
qui ne peut plus interagir avec le complexe R2TP, provoque une diminution de la stabilité et 
donc de l’expression des PIKK, et particulièrement de mTOR et SMG-1 (Horejsi et al., 2010). 
Ceci indique que Tel2 exerce son rôle de « chaperone » sur les PIKK grâce à sa liaison au 
complexe R2TP. 
 
5) Activité télomérase 
 
La télomérase est un complexe enzymatique qui permet la conservation de la longueur des 
chromosomes par ajout de séquences répétées, appelées télomères, à chaque extrémité 
chromosomique lors de la réplication de l'ADN chez les eucaryotes. L’holoenzyme 
télomérase est apparentée aux RNPs de type H/ACA, et est constituée de trois sous-unités : 
une sous-unité protéique, la « Telomerase reverse transcriptase » (TERT), une sous-unité 
ARN, « Telomerase RNA Component » (TERC), et la dyskerine qui lie TERC. L’enzyme 
TERT possède une activité transcriptase inverse, qui lui permet d’assurer la synthèse des 
télomères en utilisant la sous-unité ARN TERC comme matrice. Dans les cellules tumorales, 
plusieurs mécanismes concourent à la réactivation de la télomérase et donc au rallongement 
de l’extrémité des chromosomes. Le cancer est d’ailleurs défini entre autre par 
l’immortalisation acquise des cellules.  
 
La purification du complexe télomérase humain et son analyse en spectrométrie de masse ont 
permis d’identifier la Reptine et la Pontine comme deux nouvelles sous-unités essentielles de 
ce complexe (Venteicher et al., 2008). Alors que la Pontine interagit directement avec la 
protéine TERT et la dyskérine, la Reptine est recrutée dans ce complexe par la Pontine. La 
Reptine et la Pontine s’associent également avec TERC, à travers leur liaison à TERT. 
L’association entre la Reptine, la Pontine, et TERT se fait de manière indépendante de l’ARN 
ou de l’ADN et est maximale durant la phase S du cycle cellulaire. Une interaction a 
également été retrouvée in vivo chez la levure entre Rvb2 (homologue levure de la Reptine) et 
Est2 (homologue levure de TERT) (Grandin and Charbonneau, 2011). La co-déplétion de la 
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Reptine et de la Pontine par un shRNA ciblant la pontine entraine une diminution de l’activité 
télomérase de 80 à 90 %, corrélée à une diminution d’environ 75% de l’expression de l’ARN 
de TERC (Venteicher et al., 2008). En plus d’être nécessaires à l’expression de TERC,  la 
Reptine et la Pontine sont impliquées dans la régulation de l’expression de TERT et de la 
dyskérine dans des cellules tumorales HeLa (Li et al., 2010; Machado-Pinilla et al., 2012; 
Venteicher et al., 2008). Li et al. ont montré que la Reptine était nécessaire au recrutement de 
c-Myc sur le promoteur du gène TERT et à l’activation de sa transcription dans des cellules 
de cancer gastrique (Li et al., 2010). En coopération avec c-Myc, la Reptine est donc capable 









































h. Autres partenaires protéiques de la Reptine et de la Pontine 
 
En plus des facteurs de transcription précédemment décrits et des protéines présentes dans les 
différents complexes macromoléculaires auxquels elles participent, la Reptine et/ou la Pontine 
interagissent avec un certain nombre d’autres partenaires protéiques. Ces partenaires, listés ci-
dessous, ont été identifiés par co-immunoprécipitation et/ou test du double hybride. 
 
 






IV. La Reptine et la Pontine dans le cancer 
 
La Reptine et la Pontine étant impliquées dans de nombreux processus cellulaires souvent 
altérés dans les cellules tumorales, il n’est pas étonnant qu’elles puissent être dérégulées dans 
le cancer et jouer un rôle dans les mécanismes de la carcinogenèse. C’est ce que nous allons 
voir dans ce chapitre. 
 
a. Expression de la Reptine et de la Pontine dans le cancer 
 
 
Depuis la découverte de la Reptine et de la Pontine et jusqu’aux travaux de notre équipe, très 
peu de choses avaient été montrées sur leur dérégulation dans le cancer. L’analyse de 14 
tumeurs primaires du sein par Northern blot n’avait révélé aucune variation de l’expression de 
l’ARNm de la Reptine par rapport au tissu normal (Parfait et al., 2000), ce qui est en 
désaccord avec une étude plus récente rapportant une surexpression de la Reptine, mesurée 
par Western blot, dans une petite série de cancers du sein (Maslon et al., 2010). En 2005, une 
étude du protéome de 4 carcinomes hépatocellulaires (CHC) liés au VHC en comparaison au 
foie péri-tumoral associé a été menée dans notre laboratoire (Blanc et al., 2005). Les résultats 
ont montré une surexpression de la Reptine d’un facteur 4 dans le CHC par rapport au foie 
non tumoral. Ces données ont été renforcées par deux autres études. La première a mis en 
évidence que le taux d’ARNm de la Reptine était deux fois supérieur dans le tissu tumoral par 
rapport au tissu non tumoral dans une série de 15 CHC liés au VHB (Iizuka et al., 2006). La 
deuxième a montré, dans deux cas seulement, que l’expression de la Reptine était augmentée 
dans les CHC par rapport au tissu non tumoral (Acevedo et al., 2008).  
 
Notre équipe a confirmé la surexpression de la Reptine au niveau ARNm et protéique dans 
75% de 96 cas de CHC présentant différentes étiologies (VHC, VHB, alcool) (Rousseau et al., 
2007). Cette surexpression était associée à des tumeurs faiblement différenciées et à un 
mauvais pronostic mais pas à des mutations de la -caténine ou au niveau d’expression des 
ARNm de c-Myc. Bien que la Reptine soit très majoritairement nucléaire dans les hépatocytes 
normaux, une localisation cytoplasmique additionnelle a été observée dans les hépatocytes 
tumoraux. D’autre part, aucune mutation dans la séquence codante de la Reptine n’a été 
observée sur un échantillon de 10 CHC (Rousseau et al., 2007). On peut d’ailleurs signaler 
que seules d’exceptionnelles mutations sont répertoriées pour la Reptine dans la base de 
données COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, 
http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/), alors qu’elles sont apparemment plus 
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fréquentes pour la Pontine sans que des points chauds de mutation ne soient présents. Les 
conséquences fonctionnelles de ces mutations restent à apprécier. 
Enfin, l’expression de la Reptine est également augmentée dans le cancer de la prostate (Kim 
et al., 2006; Kim et al., 2005), le cancer gastrique (Li et al., 2010), et le cancer du rein, dans 
lequel la localisation cytoplasmique de la Reptine est un facteur indépendant de mauvais 
pronostic (Ren et al., 2012). 
 
En ce qui concerne la Pontine, une étude protéomique a montré, comme pour la Reptine, sa 
surexpression dans le CHC lié au VHB par rapport au foie non tumoral (Li et al., 2005). Dans 
le cancer du poumon, l’ARNm de la Pontine est surexprimé de plus de 4 fois par rapport au 
tissu non tumoral et cette surexpression est corrélée à une amplification de la région 
chromosomique 3q21 où se trouve le gène de la pontine (Dehan et al., 2007). Dans le cancer 
colorectal humain, deux études montrent une surexpression de la Pontine. La première montre 
un taux d’ARNm de la Pontine plus abondant dans 57% d’une série de 7 patients (Carlson et 
al., 2003) et la deuxième révèle que l’expression protéique de la Pontine est augmentée dans 
près de 85% d’une série de 34 cas par comparaison à la muqueuse adjacente non tumorale 
(Lauscher et al., 2007). Le marquage immunohistochimique de la Pontine montre une 
localisation nucléaire et cytoplasmique dans 50 et 76% des cas respectivement, alors que le 
marquage cytoplasmique est faible et le marquage nucléaire absent dans les cellules de la 
muqueuse normale. Dans cette étude, les patients présentant une localisation nucléaire de la 
Pontine présentaient aussi une localisation nucléaire de la -caténine suggérant une 
interaction fonctionnelle entre ces deux protéines durant la carcinogenèse colorectale 
(Lauscher et al., 2007). L’intensité du marquage et la localisation nucléaire de la Pontine et de 
la -caténine étaient corrélées au statut invasif des tumeurs, ce qui renforce l’idée que ces 
protéines contribuent ensemble à la progression tumorale dans le cancer du côlon. De plus, la 
surexpression de la Pontine est associé à un mauvais pronostic dans le cancer colorectal 
(Lauscher et al., 2012). 
Notre équipe a confirmé la surexpression de la Pontine au niveau ARNm et protéique dans le 
CHC (Blanc et al., 2005; Haurie et al., 2009). En effet, dans une série de 104 CHC 
d’étiologies variées, on retrouve en moyenne un taux d’ARNm 4 fois supérieur à celui du 
tissu non tumoral. Il existe une corrélation positive entre la surexpression de la Reptine et 
celle de la Pontine dans les CHC, et un taux élevé d’ARNm de Pontine est corrélé à un 




En plus de ces résultats expérimentaux , l’exploration de la base OncomineTM (Compendia 
Bioscience, Ann Harbor, USA) a permis de mettre en évidence une dérégulation de 
l’expression de ces protéines dans un certain nombre d’autres cancers humains. On y trouve 
des données indiquant une surexpression de la Reptine et/ou de la Pontine dans les tumeurs de 
la vessie (Dyrskjot et al., 2004; Sanchez-Carbayo et al., 2006), les mésothéliomes et les 
myélomes multiples (Zhan et al., 2007) ainsi que dans plusieurs types de leucémies aiguës 
(Andersson et al., 2007) ou chroniques (Haslinger et al., 2004), les lymphomes de haut grade 
(Nishiu et al., 2002), et les lymphomes de Burkitt (Basso et al., 2005). 
 
Les mécanismes conduisant à la surexpression de ces protéines dans le cancer ne sont pas 
encore clairs. Bien que la région chromosomique contenant le gène de la Pontine soit 
amplifiée dans le cancer du poumon (Dehan et al., 2007), et que cette amplification soit 
corrélée à une surexpression de la Pontine, rien n’indique que la surexpression de la Reptine 
et/ou de la Pontine soit liée à des amplifications de gènes dans le cancer. En revanche, une 
étude récente a mis en évidence que EHF (« ETS homologous factor »), une protéine de la 
famille des facteurs de transcription ETS, est responsable de l’activation de la transcription du 
gène de la Pontine dans des cellules de carcinome colorectal (Taniue et al., 2011). Il est donc 
probable que la surexpression de la Pontine dans le carcinome colorectal soit liée à l’effet 
d’EHF, dont l’expression est augmentée dans ce type de cancer.  
 
b. Rôles de la Reptine et de la Pontine dans le cancer 
 
La Reptine et la Pontine sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires en relation 
avec la tumorigenèse, tels que la croissance cellulaire, la régulation de la transcription, la 
réparation des lésions de l’ADN ou encore l’activité télomérase. Certains de leurs partenaires 
protéiques précédemment cités ont également été associés aux mécanismes de la 
tumorigenèse. En particulier, elles interagissent avec des facteurs de transcription à fort 
potentiel carcinogène comme la β-caténine, qui est capable d’activer l’expression de plusieurs 
gènes impliqués dans la progression tumorale, et dont la voie de signalisation est activée dans 
les cancers colorectaux et les carcinomes hépatocellulaires (Fodde et al., 2001). c-Myc est 
également un oncogène bien connu, très fréquemment dérégulé dans les cancers humains 
(Cole and McMahon, 1999) et dont les effets sur la transformation sont inhibés en présence 




Bien que la Reptine et la Pontine soient surexprimées dans plusieurs types de cancer, pendant 
plusieurs années, aucune donnée ne permettait de conclure sur leur rôle direct dans la 
carcinogénèse, à l’exception des résultats de Kim et al. qui montraient que la Reptine était 
impliquée dans la migration et l’invasion des cellules de cancer de la prostate LNCaP (Kim et 
al., 2005). Nos propres résultats, qui ont fait l’objet de plusieurs publications, ont apporté de 
solides éléments confortant l’hypothèse que ces protéines jouent un rôle dans la carcinogenèse 
hépatique (Haurie et al., 2009; Menard et al., 2010; Rousseau et al., 2007). La surexpression 
de la Reptine et de la Pontine dans les CHC est associée à un mauvais pronostic et à des 
tumeurs de haut grade (peu différenciées). Des études fonctionnelles ont permis de mettre en 
évidence que l’extinction de la Reptine ou de la Pontine in vitro provoque un arrêt de la 
croissance et une induction de l’apoptose (Haurie et al., 2009; Rousseau et al., 2007). De plus, 
l’extinction de la Reptine in vivo, dans des tumeurs déjà formées chez la souris induit un arrêt 
de la croissance, voire une régression tumorale, via l’induction massive de la sénescence 
(Menard et al., 2010). La Reptine est également surexprimée dans le cancer du rein, et la 
déplétion de la Reptine dans ces cellules entraine une diminution de la capacité à former des 
colonies en agar mou et une induction de la sénescence (Ren et al., 2012). Ces résultats sont 
cependant opposés à ceux obtenus par le groupe de Baek, qui montrent que les tumeurs 
formées à partir de cellules de cancer du sein MCF-7 exprimant de façon stable un shRNA 
anti-Reptine ont une taille supérieures à celles formées à partir de MCF-7 contrôles (Lee et 
al., 2010). De plus, la surexpression de la Reptine sauvage dans ces cellules entraine une 
diminution de la taille des tumeurs. Ce même groupe a par ailleurs démontré que la 
méthylation de la Pontine, en réponse à l’hypoxie, induit la transcription de gènes cibles de 
HIF-1α et est corrélée à une augmentation de la croissance et de l’invasion tumorale des 
cellules MCF-7 (Lee et al., 2011). 
 
Dans le cancer gastrique, la Reptine est surexprimée et est impliquée dans la transcription de 
TERT, l’enzyme à activité reverse transcriptase de la télomérase, en coopération avec c-Myc 
(Li et al., 2010). Venteicher et al. avaient déjà montré que la Reptine et la Pontine étaient 
nécessaires à l’expression du composant ARN de la télomérase : TERC, et de la dyskérine 
dans des cellules Hela (Venteicher et al., 2008). Il parait donc évident que la Reptine et la 
Pontine jouent un rôle majeur dans la régulation de l’activité télomérase dans les cellules 
tumorales. Ces données sont cohérentes avec nos résultats montrant que l’extinction de la 
Reptine dans des lignées de carcinome hépatocellulaire induit de la sénescence in vitro et in 
















































Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie et est associé à 
un très mauvais pronostic. L’efficacité des thérapies contre le CHC passe par une meilleure 
compréhension de l’hépatocarcinogénèse et par la découverte de nouvelles cibles 
thérapeutiques. Dans ce but, une analyse protéomique comparative de CHC et de foie non 
tumoral a été menée au laboratoire et a permis de mettre en évidence que l’expression de 
nombreuses protéines, dont la Reptine, était dérégulée dans le CHC (Blanc et al., 2005). La 
Pontine est la principale protéine partenaire de la Reptine et est  également surexprimée dans 
le CHC (Haurie et al., 2009). La Reptine et la Pontine appartiennent à la superfamille des 
AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities) et sont impliquées dans des 
processus cellulaires essentiels, à travers leurs interactions avec divers partenaires et leur 
participation dans différents complexes macromoléculaires. Leur surexpression dans le CHC 
est corrélée à un mauvais pronostic et nous avons mis en évidence leur rôle dans la croissance 
des cellules de CHC in vitro (Haurie et al., 2009; Rousseau et al., 2007).  
 
Au cours de ma thèse, j’ai dans un premier temps contribué à démontrer que la Reptine 
pouvait être une cible thérapeutique dans le CHC (I). Notre objectif était d’étudier les 
conséquences de l’extinction de la Reptine in vivo dans un modèle de xénogreffes chez des 
souris immunodéprimées Nous avons mis en évidence, à l’aide de shRNAs inductibles, les 
effets anti-tumoraux de l’extinction de l’expression de la Reptine dans des tumeurs déjà 
formées. Cette approche n’étant pas aisément transposable en thérapeutique, l’activité ATPase 
de la Reptine pourrait être une cible plus pertinente car susceptible de faire l’objet d’un 
ciblage pharmacologique. Cependant, d’après les données de la littérature, il n’est pas certain 
que chaque fonction de la Reptine nécessite l’activité ATPase, et particulièrement ses 
fonctions dans la carcinogénèse. Le principal objectif de ma thèse était donc de déterminer 
l’implication de l’activité ATPase de la Reptine dans ses propriétés oncogéniques (II).  
Enfin, dans le but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui sous-tendent le rôle 
de la Reptine et de la Pontine dans le CHC, nous avons cherché à identifier de nouveaux 
gènes cibles régulés par la Reptine et la Pontine (III). Pour cela, nous avons réalisé une 
étude transcriptomique sur la lignée de carcinome hépatocellulaire HuH7 après extinction de 













































































I. La Reptine est une cible thérapeutique 




























Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie et est associé à 
un très mauvais pronostic. L’incidence du CHC ne cesse d’augmenter et il représente 
aujourd’hui la 3ème cause de décès par cancer dans le monde (Ferlay et al.). Cette très forte 
mortalité est essentiellement due à un diagnostic tardif et à l’inefficacité des traitements 
proposés pour des stades avancés de la maladie. 
Dans le but de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, une analyse protéomique 
comparative de CHC et de foie non tumoral a été menée au laboratoire. Cette étude 
comparative du protéome de 4 CHC de patients infectés par le virus de l’hépatite C avec la 
région péri-tumorale du foie correspondant a permis la mise en évidence de la surexpression 
de la Reptine (Blanc et al., 2005). La Reptine et la Pontine, également surexprimée dans le 
CHC (Haurie et al., 2009), sont des protéines homologues appartenant à la superfamille des 
AAA+ ATPases (ATPases Associated with various cellular Activities) (Ammelburg et al., 
2006). Ce sont des protéines très conservées au cours de l’évolution et dont l’expression est 
ubiquitaire (Kanemaki et al., 1999; Parfait et al., 2000; Salzer et al., 1999). De plus, la 
Reptine et la Pontine sont essentielles pour la croissance et la viabilité chez la levure (Jonsson 
et al., 2001; Kanemaki et al., 1999; Lim et al., 2000; Qiu et al., 1998) et pour le 
développement normal de plusieurs organismes (Amsterdam et al., 2004; Bellosta et al., 2005; 
Etard et al., 2005). La Reptine et la Pontine interagissent aussi avec la β-caténine (Bauer et 
al., 2000) et c-Myc (Wood et al., 2000), deux oncogènes majeurs fréquemment dérégulés dans 
le CHC. Ces propriétés nous ont amené à étudier le rôle de leur surexpression dans le CHC. 
Dans une précédente étude, notre équipe a montré que l’extinction de la Reptine provoque 
l’arrêt de la croissance et la mort des cellules tumorales, alors que sa surexpression augmente 
leur tumorigénicité, ce qui met en évidence le rôle de la Reptine dans la carcinogenèse 
hépatique et suggère que la Reptine pourrait être une cible thérapeutique intéressante dans le 
traitement du CHC (Rousseau et al., 2007). 
 
Notre objectif était d’étudier les conséquences de l’extinction de la Reptine in vivo dans un 
modèle de xénogreffes chez des souris immunodéprimées. L’extinction conditionnelle de la 
Reptine a été réalisée sur des tumeurs déjà formées chez la souris, afin d’être le plus proche 
possible de conditions thérapeutiques. Pour cela nous avons construit différentes lignées de 
CHC (HuH7 et Hep3B) exprimant de façon inductible à la doxycycline un shRNA contrôle ou 
un shRNA anti-Reptine. L’injection de ces cellules par voie sous-cutanée chez des souris 
immunodéprimées a conduit à la formation de tumeurs. Nous avons alors provoqué 
l’extinction de la Reptine dans ces tumeurs par ajout de doxycycline dans la boisson des 
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animaux. Ma participation dans ce travail a été de préparer les cellules Hep3B exprimant les 
shRNA inductibles, et de suivre la croissance tumorale après injection des cellules chez les 
souris. Nous avons observé que l’extinction de l’expression de la Reptine inhibe la croissance 
des tumeurs, et ce, pour les deux lignées cellulaires utilisées. Dans le cas des cellules Hep3B, 
les résultats étaient particulièrement spectaculaires puisque la déplétion de la Reptine a 
provoqué une  régression tumorale complète chez plusieurs animaux. 
 
Finalement, ce travail a permis de montrer que la Reptine peut être une cible thérapeutique 
dans le CHC puisque l’extinction de son expression dans des tumeurs déjà formées chez la 





























































































Les travaux précédents de l’équipe avaient mis en évidence la surexpression de la Reptine 
dans une majorité de CHC, et que cette surexpression était corrélée à un mauvais pronostic. 
De plus, la surexpression de cette protéine conférait une protection partielle vis-à-vis de 
l’apoptose ainsi qu’un avantage prolifératif lorsque qu’elle était surexprimée dans des cellules 
injectées en xénogreffes sous-cutanées chez des souris immunodéprimées (Rousseau et al., 
2007). Ces données suggéraient que la Reptine était impliquée dans l’hépatocarcinogénèse, 
mais avant de la considérer comme une cible thérapeutique potentielle, des études sur des 
modèles animaux étaient nécessaires. 
 
Dans ce travail in vivo, nous avons voulu étudier l’impact de l’extinction de la Reptine sur la 
croissance tumorale dans un modèle de xénogreffes chez des souris NOD SCID 
immunodéprimées. Pour cela, nous avons mis au point des lignées humaines de CHC HuH7 et 
Hep3B exprimant un shRNA inductible à la doxycycline ciblant l’ARNm de la Reptine. Une 
fois ces lignées validées in vitro, nous les avons injectées par voie sous-cutanée à des souris 
immunodéprimées. L’injection de ces cellules a conduit à la formation de tumeurs et lorsque 
le volume tumoral a atteint 250mm
3, nous avons provoqué l’extinction de la Reptine dans ces 
tumeurs par ajout de doxycycline dans la boisson des animaux. Les résultats montrent que 
l’extinction de la Reptine inhibe la croissance de tumeurs déjà établies. Des 
immunomarquages ont permis de révéler que l’arrêt de la croissance tumorale était lié à une 
diminution de la prolifération cellulaire. L’accumulation de β-galactosidase et la présence de 
foyers d’hétérochromatine associée à la sénescence (« Senescence-associated 
Heterochromatin Foci » (SAHF)) suggèrent que l’arrêt de croissance est au moins en partie lié 
à une induction de la sénescence dans les tumeurs après extinction de la Reptine. Cette 
senescence massive, observée in vitro et in vivo, est probablement liée à la diminution de 
l’activité télomérase après extinction de la Reptine. Ces résultats sont en accord avec des 
données de la littérature qui montrent que la Reptine joue un rôle essentiel dans la croissance 
cellulaire chez la levure et la Drosophile (Bjorklund et al., 2006; Jonsson et al., 2001; Lim et 
al., 2000). 
Finalement, ces résultats montrent que l’extinction de la Reptine dans des tumeurs déjà 
formées chez la souris provoque l’arrêt de la croissance tumorale, ce qui fait de la Reptine une 




























II.  L’activité ATPase de la Reptine est 
essentielle pour ses propriétés oncogéniques 





























Après avoir participé à démontrer que la Reptine peut être une cible thérapeutique dans le 
CHC, j’ai débuté mon propre projet visant à étudier l’implication de l’activité ATPase de la 
Reptine dans ses propriétés oncogéniques. En effet, l’extinction de l’expression de la Reptine 
par siRNA n’étant pas encore réalisable sur le plan thérapeutique, l’activité ATPase de la 
Reptine pourrait être une cible pertinente car susceptible de faire l’objet d’un ciblage 
pharmacologique. Cependant, d’après les données de la littérature, il n’est pas évident que 
toutes les fonctions de la Reptine nécessitent son activité ATPase, en particulier ses fonctions 
dans la carcinogénèse. 
 
Plusieurs travaux ont montré que l’activité ATPase de la Reptine était requise pour ses 
fonctions. Dans une étude publiée en 2000, Lim et al. ont mis en évidence que la Reptine de 
levure (Tih2p) était essentielle pour la survie et la croissance chez S. cerevisiae, à travers son 
rôle dans la régulation de gènes impliqués dans la progression cellulaire (Lim et al., 2000). 
Dans cette étude, un mutant de la Reptine de levure dans le motif Walker A (K81R) ne 
complémentait pas l’absence de la Reptine dans une lignée déficiente (tih2Δ). Des résultats 
similaires ont été obtenus pour le mutant de la Pontine K84R, ce qui indique que le motif 
Walker A, responsable de la liaison de l’ATP, est essentiel pour le rôle de la Reptine et de la 
Pontine dans la croissance et la survie cellulaires chez la levure. De plus, le mutant K81R de 
la Reptine exerce un effet dominant négatif sur la croissance lorsqu’il est surexprimé chez la 
levure, ce qui suggère l’implication d’homo ou hétéro-complexes (Lim et al., 2000).  
D’autres travaux ont confirmé l’implication de l’activité ATPase de la Reptine dans la 
croissance cellulaire. L’utilisation de mutants ponctuels dans les motifs Walker A (K81E pour 
la Reptine et K85E pour la Pontine) et Walker B (E297G pour la Reptine et E312G pour la 
Pontine) a permis de démontrer que la liaison et l’hydrolyse de l’ATP sont nécessaires pour 
les fonctions de ces protéines dans la croissance chez la levure (Jonsson et al., 2001).  
Plusieurs études ont mis en évidence que la Reptine et la Pontine, à travers leur participation 
au complexe R2TP, étaient impliquées dans la biogénèse et l’assemblage des snoRNPs (King 
et al., 2001; Watkins et al., 2004; Zhao et al., 2005). Chez la levure, l’extinction de la Reptine 
ou sa substitution par un mutant inactif (mutation dans le motif Walker A) empêche la 
localisation nucléolaire des composants protéiques des snoRNPs ainsi que l’accumulation des 
snoRNAs (King et al., 2001).  Ce résultat indique que l’activité ATPase de la Reptine est 
requise pour la biogénèse et/ou l’assemblage des snoRNPs chez la levure. 
Enfin, une étude plus récente a montré que la Reptine et la Pontine, à travers leur activité 
ATPase, sont impliquées dans la régulation de l’expression et de l’activité des protéines de la 
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famille PIKK (PI3K-related protein kinases), constituée de DNA-PKcs, ATM, ATR, mTOR, 
SMG-1, et TRRAP (Izumi et al., 2010). Dans ce travail, l’expression de la Reptine ou de la 
Pontine endogène a été diminuée par transfection de siRNA et les cellules ont été 
complémentées avec des ADNc sauvages ou mutants pour l’activité ATPase, et portant des 
mutations silencieuses rendant l’ARNm insensible au siRNA. Ainsi, la substitution de la 
Reptine ou de la Pontine par des mutants inactifs dans le motif Walker B (D299N ou D302N) 
conduisait à la même diminution d’expression de DNA-PKcs, ATM, ATR, mTOR et TRRAP 
que l’extinction simple de l’une ou l’autre des protéines. Par ailleurs, la Reptine et la Pontine 
sont requises pour l’activité kinase de SMG-1, impliquée dans la dégradation des ARNm avec 
codons stop prématurés : le « Nonsense Mediated mRNA Decay » (NMD), et ce rôle 
nécessite au moins l’activité ATPase de la Pontine (Izumi et al., 2010). 
 
Cependant, à l’inverse, d’autres fonctions de la Reptine ne nécessitent pas son activité 
ATPase. Cho et al. ont mis en évidence que la Reptine est capable de réguler l’activité 
transcriptionnelle d’ATF2, un facteur de transcription impliqué notamment dans la régulation 
du cycle cellulaire, la différenciation, la transformation et l’apoptose. Dans les cellules 
humaines HEK293, le mutant inactif de la Reptine (D299N) a la même capacité que la 
Reptine sauvage de se fixer à ATF2, et de réprimer son activité transcriptionnelle. Il s’agit 
donc d’une fonction de la Reptine indépendante de son activité ATPase (Cho et al., 2001).  
La Reptine a été identifiée comme une sous-unité du macrocomplexe INO80 (Jin et al., 2005; 
Shen et al., 2000). Chez la levure, Jonsson et al. ont démontré qu’elle était nécessaire au 
recrutement de Arp5 et à l’activité catalytique du complexe INO80 (Jonsson et al., 2004). Ce 
complexe reconstitué avec une forme inactive de Reptine de levure (mutation ponctuelle 
E297G dans le motif Walker B) présentait une activité catalytique similaire à celle du 
complexe INO80 contenant de la Reptine sauvage, ce qui montre que l’activité ATPase de la 
Reptine n’est pas requise pour l’assemblage du complexe INO80 (Jonsson et al., 2004). 
Enfin, Kakugawa et al. ont mis en évidence que la Reptine est un inhibiteur de la réplication 
du virus Influenza A. En effet, en interagissant avec la protéine virale NP, qui appartient à 
l’holoenzyme de l’ARN polymérase virale, et en empêchant son oligomérisation, elle inhibe 
la réplication du virus Influenza A. Un mutant inactif de la Reptine (D299N) réprime 
l’activité ARN polymérase et la réplication virale de la même façon que la protéine sauvage, 
ce qui montre que l’activité ATPase de la Reptine n’est pas nécessaire pour son rôle anti-viral 




S’il existe bien des preuves que la Reptine a des fonctions ATPase-dépendantes et 
indépendantes, les données publiées ne permettent pas de conclure si l’activité ATPase est 
importante pour son rôle dans le cancer. Afin de déterminer si l’activité ATPase de la Reptine 
est requise pour ses fonctions oncogéniques, la stratégie que nous avons utilisée a consisté à 
substituer la Reptine endogène par un mutant sans activité ATPase et à évaluer le phénotype 
résultant par comparaison à la simple extinction de Reptine. Les paramètres étudiés pour 
établir cette comparaison ont été ceux que nous savions être régulés par la Reptine d’après des 
travaux précédents : la prolifération cellulaire, l’apoptose, et la sénescence (Menard et al., 
2010; Rousseau et al., 2007). Sur la base de son homologie avec l’hélicase et ATPase 
bactérienne RuvB, nous avons principalement utilisé la mutation D299N (homologue à 
D113N) dans le motif Walker B de la Reptine. RuvA, RuvB et RuvC forment un complexe 
chargé de résoudre les jonctions de Holliday créées pendant la recombinaison homologue 
dans des bactéries. Mezard et al. ont caractérisé la mutation D113N dans RuvB chez la 
bactérie (Mezard et al., 1997). La simple substitution de l’Aspartate 113 en Asparagine dans 
RuvB suffit à induire des altérations biochimiques majeures pour la protéine. Principalement, 
cette mutation a pour effet de diminuer de façon très importante la capacité de RuvB à 
hydrolyser l’ATP. Alors que le mutant D113N est toujours capable de s’associer avec RuvA 
et avec RuvB sauvage, il n’est en revanche plus capable de lier l’ADN, ce qui génère un effet 
dominant négatif de RuvB D113N (Mezard et al., 1997). Nous avons également généré un 
deuxième mutant dans le Walker B de la Reptine : E300G par homologie à la mutation 
E297G utilisée chez la levure (Jonsson et al., 2001). 
Nos résultats montrent que la surexpression des mutants inactifs de la Reptine D299N et 
E300G et le remplacement de la Reptine endogène par ces mutants conduit à une diminution 
significative de la croissance des cellules de carcinome hépatocellulaire Huh7 et Hep3B, 
associée à une induction de l’apoptose. Ceci démontre l’implication de l’activité ATPase de la 


























































































































































































La Reptine est une AAA+ ATPase impliquée dans de nombreux processus cellulaires 
essentiels tels que la régulation de la transcription, le remodelage de la chromatine ou la 
réparation des lésions ADN. Nous avions précédemment démontré que la Reptine peut être 
une cible thérapeutique dans le CHC, puisque l’extinction de son expression provoque l’arrêt 
de la croissance tumorale. Il est donc tentant d’imaginer que cibler son activité ATPase avec 
des agents pharmacologiques aura des effets anti-tumoraux. Cependant, la littérature rapporte 
que certaines des fonctions de la Reptine sont indépendantes de son activité ATPase (Cho et 
al., 2001; Jonsson et al., 2004; Kakugawa et al., 2009). Dans ce travail, nous avons donc 
voulu déterminer l’implication de l’activité ATPase de la Reptine dans ses propriétés 
oncogéniques.  
La surexpression de mutants inactifs de la Reptine (D299N et E300G) a un effet dominant 
négatif conduisant à une diminution significative de la croissance des cellules de carcinome 
hépatocellulaire HuH7 et Hep3B, associée à une induction de l’apoptose. Cet effet dominant 
négatif laisse penser que ces mutants pourraient former des complexes avec la protéine 
sauvage, ce qui avait déjà été démontré pour le mutant D113N de RuvB bactérienne. Cette 
interprétation est cohérente avec nos données de co-immunoprécipitation qui montrent que les 
mutants inactifs de la Reptine sont toujours capables d’interagir avec la Reptine et la Pontine 
endogènes. Le remplacement de la Reptine par ces mutants provoque un effet encore plus 
marqué encore plus marqué que la simple extinction, induisant un arrêt de la croissance 
cellulaire et une augmentation de l’apoptose plus importante. Alors que ce phénotype rappelle 
celui observé après extinction de l’expression de la Reptine (Rousseau et al., 2007), on ne 
retrouve pas, en revanche, d’induction de la sénescence lorsque l’on surexprime les mutants 
D299N ou E300G ou lorsque l’on remplace la Reptine endogène par ces mutants, 
contrairement à ce qui a été observé après déplétion de la Reptine (Menard et al., 2010). 
D’après les résultats obtenus sur la croissance et l’apoptose, notre hypothèse est que l’effet 
toxique des mutants provoque la mort cellulaire avant que les cellules puissent entrer en 
sénescence. En effet, dès le 3
ème
 jour après surexpression des mutants D299N ou E300G, ou 
après substitution de la Reptine sauvage par les mutants, on observe un arrêt de la croissance 
cellulaire, alors que la diminution de la croissance provoquée par l’extinction simple de 
l’expression de la Reptine est plus tardive. 
Finalement, ce travail montre que l’activité ATPase de la Reptine est nécessaire pour ses 































III. Identification de nouveaux gènes régulés 
























La Reptine est impliquée dans de nombreux processus essentiels tels que la croissance 
cellulaire, le remodelage de la chromatine ou la régulation transcriptionnelle. Elle interagit 
avec les facteurs de transcription β-caténine et c-Myc et régule leur activité transcriptionnelle. 
Sa principale protéine partenaire, la Pontine, est majoritairement impliquée dans les mêmes 
complexes et dans les mêmes processus que la Reptine, bien qu’elle puisse jouer un rôle 
antagoniste (Cf III-g-1-a). La Reptine et la Pontine sont des protéines essentielles chez la 
levure notamment (Kanemaki et al., 1999; Qiu et al., 1998), mais à ce jour, leur degré de 
redondance fonctionnelle est mal connu. De plus, chez la levure, comme chez le xénope, 
l’extinction de la Reptine n’est pas complémentée par la Pontine (Etard et al., 2005; Wood et 
al., 2000). Une étude transcriptomique a permis de mettre en évidence que la déplétion de la 
Reptine ou de la Pontine a essentiellement les mêmes conséquences en termes d’expression 
de gènes chez la levure (Jonsson et al., 2001). En effet, la perte de l’expression de l’une ou 
l’autre entraine une variation de l’expression d’environ 5% des gènes, parmi lesquels on 
retrouve des régulateurs du cycle cellulaire (notamment les cyclines CLN1 et CLN2), des 
gènes de la famille des « Heat Shock Protein », mais aussi des gènes dont l’expression est 
sous le contrôle de promoteurs inductibles au galactose (GAL2, GAL7, GAL10). Cependant, 
certains gènes sont régulés spécifiquement par la Reptine ou par la Pontine, et de manière 
générale, la déplétion de la Reptine provoque un effet répresseur sur un plus grand nombre de 
gènes que la déplétion de la Pontine (Jonsson et al., 2001). 
 
La plupart des données suggèrent que la Reptine et la Pontine sont associées dans des 
complexes multimériques avec une stœchiométrie de 1:1 (Jonsson et al., 2004; Shen et al., 
2000) (Kanemaki et al., 1999; Rottbauer et al., 2002). Notre équipe a montré qu’elles étaient 
co-régulées de façon post-traductionnelle dans des cellules humaines et murines, avec comme 
conséquence que l’extinction par siRNA de l’une ou l’autre provoque la co-extinction de la 
partenaire (Haurie et al., 2009). On pourrait donc s’attendre à un même profil d’expression 
génique après extinction de l’une ou l’autre. Cependant, il existe des éléments discordants 
dans la littérature montrant par exemple que l’extinction de la Pontine, mais pas de la Reptine 
induit des altérations mitotiques sévères dans les cellules humaines HeLa (Ducat et al., 2008). 
 
Dans le but d’identifier de nouveaux gènes cibles régulés par la Reptine, et de comparer les 
profils des gènes régulés par la Reptine et par la Pontine dans notre modèle, nous avons 
réalisé une étude transcriptomique sur la lignée de carcinome hépatocellulaire HuH7. Les 
cellules ont été transfectées avec un siRNA ciblant l’ARNm de la Reptine ou de la Pontine, et 
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72h après, les ARN extraits ont été analysés sur puces Affymetrix. Les résultats montrent de 
façon surprenante que la majorité des gènes sont régulés spécifiquement par l’extinction de 
l’une ou de l’autre protéine. Cette étude nous a permis d’identifier et de valider de nouveaux 
gènes cibles dont l’expression est régulée par la Reptine et qui pourraient être impliqués dans 














































MATERIELS ET METHODES  
 
Culture cellulaire et transfection de siRNA 
 
Les cellules humaines de CHC HuH7 et Hep3B ont été cultivées dans un milieu DMEM 
contenant 10% de sérum de veau fœtal, dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2 et 
à 37°C. Le siRNA contrôle ciblant l’ARNm de la luciférase Firefly (siGL2 : 5’-
CGTACGCGGAATACTTCGATT-3’) et les siRNA ciblant les ARNm de la Reptine (siR2 : 
5’-GAAGATGTGGAGATGAGTGAG-3’ ; siR1 : 5’-GATGATTGAGTCCCTGACCAA-3’ ; 
siR5 : 5’- GGAGAGTGACATGGCGCC-3’) ou de la Pontine (siP2 : 5’-
GGTGAAGTCACAGAGCTAA-3’) ont été produits par Eurofins MWG Operon (Ebersberg 
Germany) et transfectés par transfection inverse avec la LipofectamineTM RNAiMAX 




L’ARN total a été extrait à partir de cellules en culture avec du TRIzol® Reagent (Ambion by  
life technologies, Saint Aubin, France). 1µg d’ARN total a été utilisé pour la transcription 
inverse avec 200U de Maxima reverse transcriptase (Fermentas) et 100pm (10ng/µl) de 
random hexamers primers (Fermentas, France). La réaction de PCR a ensuite été réalisée dans 
un volume final de 12,5 µl contenant 6,25 µl of B-R SYBR® Green SuperMix for iQ
TM 
(Quanta Biosciences, Gaithersburg, Maryland, USA) avec 200 nM d’amorces sens et anti-
sens et 50ng d’ARN rétro-transcrit comme matrice. Les amorces utilisées pour réaliser les 
amplifications par qPCR ont été produites par Eurofins MWG operon (Ebersberg, Germany). 
Leurs séquences sont référencées dans le tableau ci-dessous.  
 
Gène Amorce sens Amorce anti-sens 
HNF4α GAGGAACCAGTGCCGCTACT TCTGGACGGCTTCCTTCTTC 
APOC3 TGCAGGGTTACATGAAGCACG CTCCAGTAGTCTTTCAGGGAACT 
APOM CACAGTCAACTGACAACTCTGG CTGCGATAAAGTACCACTGGC 
ARG1 GTGGACAGACTAGGAATTGGC TCCAGTCCGTCAACATCAAAAC 
SULT1E1 ATGGTGGCTGGTCATCCAAAT ATCCTCTTTCAGGTCTTCGTAGA 
TERC CTAACCCTAACTGAGAAGGGCGTA GGCGAACGGGCCAGCAGCTGACATT 
ACTB CGCGAGAAGATGACCCAGAT ACAGCCTGGATAGCAACGTACAT 
CYR61 CTCGCCTTAGTCGTCACCC CGCCGAAGTTGCATTCCAG 
AREG CTGTCGCTCTTGATACTCGG GCCAGGTATTTGTGGTTCGT 
IGFBP3 CGCCAGCTCCAGGAAATG GCTGTCTTTAGCATGCCCTTTCT 
CXCL5 CATCGCCAGCGCTGGTCCT GGGATGAACTCCTTGCGTGGT 
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CXCL10 ACGTGTTGAGATCATTGCTACAA GATTTTGCTCCCCTCTGGT 
CX3CL1 CCTGTAGCTTTGCTCATCCACT TCCAAGATGATTGCGCGTT 
MEP1A ATTTCAACAGTTTGATGGGTGCT ATGGCCTTATAGGCACATCCT 
STYK1 CATCTTTCGAGCCAATATGAACAC TGGAATTGGATTCGCCCTAA 
 
L’appareil StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, California) a été 
utilisé pour les réactions de qPCR et les données ont été analysées à l’aide du logiciel 
StepOne™ Software v2.2.2 (Applied Biosystems). Les résultats d’expression génique ont été 
normalisés par rapport à l’expression de la -actine (ACTB), puis les niveaux relatifs 
d’expression (2-Ct) ont été calculés (Livak and Schmittgen, 2001).  
 
Western Blot  
 
Les Western blots ont été réalisés comme précédemment décrit (Menard et al., 2010) et 
l’analyse et les quantifications ont été effectuées grâce au système Odyssey® (Li-Cor 
Biosciences, Lincoln, NE). Les anticorps primaires suivants ont été utilisés : anti-Reptin 
mouse monoclonal (BD Biosciences, Pharmingen, Le Pont de Caix, France), anti-Pontin 
rabbit polyclonal (ProteinTech, Chicago, IL), anti-HNF4α rabbit polyclonal (Abcam) and 
anti-β-actin mouse monoclonal (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).  
 
Constructions, transduction lentivirale et transfection 
 
Le plasmide contenant l’ADNc codant la Flag-Reptine mutée D299N nous a été donné par le 
Dr Michael Cole (Lebanon, USA). Les ADNc codant la Flag-Reptine sauvage ou mutée 
D299N ont été clonés dans le vecteur lentiviral pRRLSIN-MND-MCS-WPRE, précédemment 
décrit (Rousseau et al., 2007). Les titres des virions ont été déterminés par analyse de 
l’expression de la protéine p24, 5 jours après transduction de cellules HEK 293T par des 
dilutions en série de surnageants lentiviraux. La multiplicité d’infection (MOI) utilisée pour 
toutes les transductions lentivirales était de 20 particules/cellule. 
Le plasmide pCDNA 3.1-STYK1-HA nous a été fourni par le Dr. H Nakagawa (Tokyo, 




Les cellules HuH7 ont été ensemencées à une densité de 50 000 par puits, dans une plaque 12 
puits. Les cellules adhérentes ont été comptées à différents jours suivant l’ensemencement 
avec un compteur de cellules Coulter counter (Beckman Coulter, Villepinte, France). Pour 




Test rapporteur luciférase 
 
Le plasmide contrôle rapporeur pRL-TK-Renilla nous a été fourni par le Dr. V. Moreau, et le 
plasmide contenant l’ADNc de la luciférase Firefly en aval du promoteur d’APOC3 (pGl3-
APOC3-Firefly) par le Dr S. Colnot. Les essais luciférase ont été effectués en respectant le 
protocole du kit Dual-luciferase reporter assay (Promega). Les cellules ont été lavées trois fois 
avec du PBS 1X avant d’être lysées dans le tampon de lyse passive (PLB). Pour procéder aux 
essais luciférase, 30μl de chaque lysat et 100μl de réactif d’essai luciférase Luciferase assay 
Reagent (LARII) ont été mélangé et vortexé avant de procéder à la première mesure de 
luminosité. Cette première mesure correspond à la lumière émise par la luciférase Firefly dans 
le vecteur pGl3-APOC3-Firefly. Ensuite, 100μl de solution Stop & Glow ont été ajoutés pour 
arrêter la réaction, et une deuxième lecture a été prise sur le luminomètre. Cette deuxième 
lecture quantifie la lumière émise par la luciférase Renilla contenue dans le co-vecteur pRL-




































La majorité des gènes régulés après extinction de la Reptine ou de la Pontine sont 
différents. 
 
Dans le but d’identifier de nouveaux gènes cibles de la Reptine et de la Pontine, nous avons 
étudié de façon globale le transcriptome de cellules de CHC (lignée HuH7) après déplétion de 
la Reptine ou de la Pontine. Des extraits ARN et protéiques ont été réalisés sur les cellules 
72h après transfection des siRNA ciblant l’ARNm de la Reptine (siR2) ou de la Pontine 
(siP2). Nous avons vérifié, par RT-qPCR, que les siRNA diminuaient spécifiquement 
l’expression de leurs cibles ARNm. Nous avons observé de façon inattendue que la déplétion 
de la Reptine induit une augmentation de l’expression de l’ARNm de la Pontine et 
inversement, ce qui semble indiquer qu’il existe une régulation croisée entre l’expression de 
ces deux partenaires (Fig1A).  
 
 
Figure 1 Ciblage des ARNm de la Reptine et de la Pontine. Les cellules huh7 ont été transfectées avec 
les siRNA suivants : siGL2 (contrôle), siR2 (anti-Reptine), et siP2 (anti-Pontine). Les ARN et les 
protéines issus de ces cellules ont été extraits 72h après transfection. La spécificité et l’efficacité des 
siRNA ont été vérifiées par RT-qPCR (A) et Western Blot (B) (n=4 ; *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; * 





Ces résultats n’avaient pas été observés précédemment (Haurie et al., 2009) mais les mesures 
de concentrations d’ARNm avaient alors été faites à des temps plus tardifs. Comme attendu, 
les siR2 et siP2 induisaient une co-déplétion des protéines Reptine et Pontine (Haurie et al., 
2009)(Fig1B).  
Les ARN ont ensuite été envoyés à la plateforme de transcriptomique de Strasbourg 
(IGBMC) pour être hybridés sur puces Affymetrix (GeneChip® Gene 1.0 ST Array System).  
L’analyse biostatistique des puces Affymetrix (collaboration S. Imbeaud et J. Zucman-Rossi, 
Paris) a montré qu’avec un risque alpha de 0,001, un « false discovery rate » < 0,1 et en 
considérant un différentiel d’expression > 1,5,  417 gènes étaient significativement régulés 
après déplétion de la Reptine, et 523 après déplétion de la Pontine. Seuls 115 gènes étaient co-
régulés lors de l’extinction de l’expression de la Reptine ou de la Pontine (Fig2).  
 
Figure 2 Résultats du transcriptome de la Reptine et de la Pontine dans les cellules HuH7. L’étude 
transcriptomique a été réalisée sur puces Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0 ST Array à partir des 
ARN des cellules transfectées par les siRNA GL2, R2 ou P2 (n=4). Le diagramme représente le 
nombre de gènes  régulés lors de la déplétion de Reptine et/ou de la Pontine (p = 0.001; FDR<0.1, 
Fold Change >1.5). 
 






Figure 3 Résultats du transcriptome de la Reptine et de la Pontine dans les cellules HuH7. Sur le 
panneau de gauche sont représentés les gènes différentiellement exprimés entre la condition contrôle 
(G) et en absence de la Pontine (P), et sur le panneau de droite, ceux différentiellement exprimés entre 
la condition contrôle (G) et en absence de la Reptine (R). Les gènes dont l’expression varie au moins 
d’un facteur 1,5 sont représentés en gris, et les autres en rouge. 
 
Alors que chez la levure une grande majorité de gènes était régulée en commun après 
déplétion de la Reptine ou de la Pontine (Jonsson et al., 2001), dans les HuH7, on observe peu 
de recouvrement entre ces deux conditions. Bien que les deux protéines soient globalement 
co-déplétées, cela suggère donc la persistance de pools individuels transcriptionnellement 
actifs, insensibles à la co-déplétion. 
Parmi les gènes dont l’expression est régulée par la Reptine, on retrouve de très nombreux 
gènes impliqués dans le métabolisme et la différenciation hépatocytaire, mais également des 
gènes codant pour des protéines impliquées dans la sénescence. En revanche, les gènes dont 
l’expression est régulée par la Pontine codent en majorité des petits ARN nucléolaires 
(snoARN). On distingue donc deux profils bien différents parmi les gènes régulés par la 
Reptine ou par la Pontine. 
 
La Reptine régule l’expression de gènes cibles putatifs de HNF4α. 
 
La déplétion de la Reptine, mais pas de la Pontine, provoque une diminution d’expression de 
nombreux ARNm codant des protéines participant au phénotype différencié des hépatocytes. 
Parmi ces gènes, plus de 100 sont des gènes cibles supposés de HNF4α (Hepatocyte Nuclear 
Factor 4 alpha), un facteur de transcription essentiel impliqué dans la différenciation 
hépatocytaire (Li et al., 2000). HNF4α est un membre particulier de la famille des récepteurs 
nucléaires. Il se lie à l’ADN sous forme d’un homodimère pour réguler la transcription de 
nombreux gènes impliqués dans le métabolisme énergétique, la détoxification des 
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xénobiotiques, la production d’acides biliaires ou encore la synthèse de protéines sériques. 
HNF4α est connu pour avoir un effet activateur de la transcription et interagit avec des co-
activateurs tels que SRC ou p300/CBP. Il est exprimé dès le stade E9 dans les hépatoblastes 
de l’embryon de souris, et son invalidation est létale, car elle provoque un arrêt de la 
gastrulation chez la souris (Chen et al., 1994). Chez l’adulte, la protéine HNF4α est présente 
dans le foie, le rein, le pancréas, l’intestin et le colon. HNF4α est sous-exprimé dans plusieurs 
cancers, et notamment le CHC, dans lequel son expression est inversement corrélée au grade 
des tumeurs (Lazarevich et al., 2010; Ning et al., 2010).  
 
D’après les résultats de l’étude transcriptomique, l’expression de HNF4α lui-même n’était pas 
régulée par la déplétion de la Reptine. Cependant, nous avons démontré une diminution de 
l’expression de l’ARNm de HNF4α par RT-qPCR (20% de diminution) et de la protéine par 
Western blot (40% de diminution) après extinction de l’expression de la Reptine, mais pas de 
la Pontine, dans les cellules HuH7 (Fig4A et B). Nous avons confirmé cette diminution 
d’expression de HNF4α avec deux autres siRNA anti-Reptine (Fig4B). La diminution 
d’expression de HNF4α en condition de déplétion de la Reptine est également retrouvée dans 
les Hep3B, une autre lignée cellulaire de CHC (Fig5). 
Ce résultat est plutôt contre-intuitif car HNF4α est sous-exprimé dans le CHC, et en 
particulier dans les CHC de haut grade (peu différenciés), alors que la Reptine est 






Figure 4 La déplétion de la Reptine induit une sous-expression de HNF4α. Les cellules HuH7 ont été 
transfectées avec les siRNA suivants : siGL2 (contrôle), siR2 (anti-Reptine),  siP2 (anti-Pontine), siR1 
(anti-Reptine), ou siR5 (anti-Reptine). Les ARN et les protéines issus de ces cellules ont été extraits 
72h après transfection. L’expression de HNF4α a été examinée par RT-qPCR (A) (n=6) et Western 










Figure 5 La déplétion de la Reptine induit une sous-expression de HNF4α. Les cellules Hep3B ont été 
transfectées avec les siRNA suivants : siGL2 (contrôle), siR2 (anti-Reptine), et siP2 (anti-Pontine). 
Les ARN et les protéines issus de ces cellules ont été extraits 72h après transfection. L’expression de 
HNF4α a été examinée par RT-qPCR (A) (n=6) et Western Blot (B) (n=6) (** p<0,01 ; * p<0,05 après 
ANOVA et test Bonferroni). 
 
 
Par RT-qPCR, nous avons validé que le siRNA anti-Reptine (siR2)  induisait la diminution de 
l’expression de plusieurs gènes cibles putatifs de HNF4α identifiés dans l’étude 
transcriptomique : APOC3 (Apolipoprotein C3), APOM (Apolipoprotein M), ARG1 
(Arginase 1) et SULT1E1 (sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1) (Fig6). 
Etant donné que HNF4α est un régulateur positif potentiel de ces gènes, il est probable que la 
diminution de leur expression après déplétion de la Reptine soit liée à la baisse d’expression 






Figure 6 La déplétion de la Reptine induit une sous-expression de gènes cibles putatifs de HNF4α. 
Les cellules HuH7 ont été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR2 (anti-Reptine). 72h 
après transfection, l’expression de quatre gènes cibles de HNF4α a été examinée par RT-qPCR sur les 
ARN issus de ces cellules (n=4 ; *** p<0,001 ; ** p<0,01 après ANOVA et test Bonferroni). 
 
Par ailleurs, en utilisant un test rapporteur luciférase, nous avons montré que l’extinction de la 
Reptine, mais pas de la Pontine, diminue l’activité du promoteur d’APOC3, comme 
l’extinction d’HNF4 lui-même (Fig7).  
 
 
Figure 7 La déplétion de la Reptine diminue l’activité du promoteur d’APOC3. Les cellules HuH7 ont 
été transfectées avec les siRNA suivants : siGL2 (contrôle), siR2 (anti-Reptine), et siP2 (anti-Pontine) 
et siHNF4α, et 48h après, avec les vecteurs pRL-TK-Renilla et pGl3-APOC3-Firefly. La préparation 
des lysats et la lecture de la luminescence ont été réalisés d’après les instructions du kit Dual-
luciferase reporter assay (Promega) (n=3 ; *** p<0,001 après ANOVA et test Bonferroni). 
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En plus d’avoir observé la diminution d’expression de HNF4α avec trois siRNA anti-Reptine 
différents, nous avons voulu nous assurer que cette diminution d’expression était bien liée à la 
perte de l’expression de la Reptine. Nous avons pour cela mis au point une stratégie de  
complémentation en utilisant une forme de Reptine étiquetée et rendue résistante au siR2 par 




Figure 8 Système de complémentation de la Reptine endogène par la Flag Reptine sauvage résistante 
au siR2. Les cellules HuH7 ont été transduites avec un vecteur lentiviral pour exprimer de façon stable 
la Flag Reptine rendue résistante au siR2 (Flag Reptine Rr2) par l’introduction de mutations 
silencieuses. Nous avons vérifié par western blot que la transfection par le siR2 dans ces cellules 
conduit à la déplétion de la Reptine endogène et à sa substitution quantitative par la Flag Reptine 
résistante. 
 
L’expression de cette Flag-Reptine résistante au siR2 (FRrR2) concomitante à la déplétion de 
la Reptine endogène dans des cellules Huh7 a permis la restauration de l’expression de 
HNF4α (Fig9). Ce résultat montre que la diminution de l’expression de HNF4α est bien liée à 





Figure 9 La sous-expression de HNF4α peut être reversée par complémentation de la Reptine 
endogène. Les cellules HuH7 non transduites (NT), ou exprimant la Flag Reptine résistante au siR2 
(FRrR2) ont été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR2 (anti-Reptine). Six jours après 
transfection, l’expression de quatre gènes cibles de HNF4α a été examinée par RT-qPCR sur les ARN 
issus de ces cellules (n=4 ; *** p<0,001 après ANOVA et test Bonferroni). 
 
 
Lors de cette complémentation, on observe effectivement une restauration partielle de 
l’expression d’APOC3 et APOM six jours après le début de la substitution. Il est probable que 
cette restauration d’expression ne soit que partielle pour des raisons cinétiques. En effet, la 
restauration de l’expression de HNF4α n’est possible qu’à partir du 6ème jour de substitution 
de la Reptine endogène par la Flag-Reptine résistante au siR2. Des temps plus longs de 
substitution pourraient être testés pour tenter d’améliorer la restauration de l’expression 
d’APOC3 et APOM. 
Avec cette même stratégie, nous avons vérifié que l’expression des gènes APOC3 et APOM 
était restaurée, au moins en partie, par l’expression de la Flag-Reptine résistante au siR2 
(Fig10).  
Finalement, ces résultats montrent pour la première fois que la Reptine régule l’expression de 




Figure 10 La sous-expression de APOC3 et APOM peut être reversée par complémentation de la 
Reptine endogène. Les cellules HuH7 non transduites (NT), ou exprimant la Flag Reptine résistante au 
siR2 (FRrR2) ont été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR2 (anti-Reptine). Six jours 
après transfection, l’expression des gènes APOC3 et APOM a été examinée par RT-qPCR sur les 




La Reptine régule l’expression de la Méprine α (MEP1A) 
 
D’après les résultats de l’étude transcriptomique, le gène MEP1A codant la Méprine α est 
sous-exprimé après déplétion de la Reptine, mais pas de la Pontine dans les HuH7. Les 
Méprines sont des membres de la famille des Astacines, qui elles-mêmes appartiennent à la 
grande famille des Metzincines dont une autre sous-famille est celle des Matrice 
Métalloprotéases. Les Méprines sont les seules Astacines qui peuvent être liées à la 
membrane plasmique ou secrétées dans le milieu extracellulaire. Ce sont des protéases qui 
exercent leur activité catalytique sur des peptides, des cytokines ou encore la matrice 
extracellulaire. Il existe deux types de Méprines, la Méprine α et la Méprine β, codées par 
deux gènes différents (Beynon et al., 1981; Butler and Bond, 1988), et qui s’associent de 
façon covalente via des ponts disulfures pour former un hétérodimère capable de s’ancrer 
dans la membrane plasmique (Jiang et al., 1992). La Méprine α peut également former des 
homodimères. Lorsqu’elle est exprimée en l’absence de la Méprine β, la Méprine α est alors 
sécrétée (Lottaz et al., 1999a). Chez l’Homme, la Méprine α est principalement exprimée dans 
le rein, l’intestin et la peau, mais elle est également présente dans d’autres tissus. On retrouve 
ainsi une expression de l’ARNm de la Méprine α dans le pancréas, les testicules et le foie 
fœtal (Sterchi et al., 2008). La Méprine α est surexprimée dans plusieurs types de cellules 
cancéreuses. C’est le cas pour le CHC (données J. Zucman-Rossi), le cancer du poumon 
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(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MEP1A), ou encore le cancer colorectal, 
dans lequel elle est secrétée et s’accumule au niveau du stroma des tumeurs (Lottaz et al., 
1999b). Le rôle de la Méprine α dans l’invasion a été démontré in vitro dans des des cellules 
tumorales de cancer du sein (Matters et al., 2005) et de cancer colorectal (Lottaz et al., 2011). 
 
Nous avons confirmé, par RT-qPCR, la sous-expression de MEP1A après déplétion de la 
Reptine par transfection avec le siR2 dans les cellules HuH7 et Hep3B (Fig11). De plus, cette 
sous-expression est retrouvée lorsque l’on déplète la Reptine avec un deuxième  siRNA anti-




Figure 11 La déplétion de la Reptine induit une sous-expression de MEP1A. Les cellules HuH7 ou 
Hep3B ont été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR2 (anti-Reptine). Les ARN issus de 
ces cellules ont été extraits 72h après transfection. L’expression de MEP1A a été examinée par RT-
qPCR (n=3 ; *** p<0,001 après t test). 
 
La Méprine α est une protéase impliquée dans la migration et l’invasion des cellules 
cancéreuses. Etant donné qu’elle est surexprimée dans le CHC, tout comme la Reptine, et que 
son expression est régulée par la Reptine, il parait possible que les propriétés oncogéniques de 
la Reptine soient liées, au moins en partie, à l’action de la Méprine α. Nous allons 
prochainement tester cette hypothèse en nous plaçant dans des conditions dans lesquelles la 
Reptine est déplétée et où l’on restaure l’expression de la Méprine α par transfection d’un 







Figure 12 La déplétion de la Reptine induit une sous-expression de MEP1A. Les cellules HuH7 ont 
été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR5 (anti-Reptine). Les ARN issus de ces 
cellules ont été extraits 72h après transfection. L’expression de MEP1A a été examinée par RT-qPCR 
(n=3 ; *** p<0,001 après t test). 
 
 
La Reptine régule l’expression de gènes impliqués dans la senescence. 
 
Parmi les gènes dont l’expression était régulée spécifiquement par l’extinction de la Reptine, 
on retrouve des gènes codant des protéines liées à la sénescence dont certaines appartiennent 
au  « senescence-associated secretory phenotype» (SASP). Le SASP est composé de 
cytokines, de facteurs de croissance et d’enzymes de modification de la matrice 
extracellulaire. Nous avons confirmé par RT-qPCR que l’expression de CYR61 (Cysteine-
rich angiogenic inducer 61), AREG (Amphiréguline), CTGF (Connective tissue growth 
factor), IGFBP3 (Insulin-like growth factor-binding protein 3), CXCL5, CXCL10 et CX3CL1 
était augmentée après extinction de la Reptine avec le siR2 (Fig13). En utilisant la stratégie de 
complémentation, nous avons observé que l’expression de la Flag-Reptine résistante au siR2 
(FRrR2) concomitante à la déplétion de la Reptine endogène dans des cellules Huh7 ne 





Figure 13 La déplétion de la Reptine induit une surexpression de gènes impliqués dans la sénescence. 
Les cellules HuH7 non transduites, ou exprimant la Flag Reptine résistante au siR2 (FRrR2) ont été 
transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR2 (anti-Reptine). 72h après transfection, 
l’expression de CYR61, AREG, CTGF, IGFBP3, CXCL5, CXCL10 et CX3CL1 a été examinée par 
RT-qPCR sur les ARN issus de ces cellules (n=4). 
 
 
L’extinction de l’expression de la Reptine par transfection d’un autre siRNA (siR5) entraine, 
comme le siR2, une augmentation de l’expression des cytokines CYR61 et AREG (Fig14). En 
revanche, on n’observe pas de variation de l’expression des CXCL5, CXCL10, CX3CL1, et 
IGFBP3 (Fig14). Il est difficile de conclure globalement, mais il y a une suspicion que 
plusieurs de ces gènes puissent être régulés de façon non spécifique et nous ne les avons pas 







Figure 13 La déplétion de la Reptine induit une surexpression de CYR61 et AREG. Les cellules 
HuH7 ont été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou siR5 (anti-Reptine). 72h après 
transfection, l’expression de AREG, CYR61, CXCL5, CXCL10, CX3CL1 et IGFBP3 a été examinée 
par RT-qPCR sur les ARN issus de ces cellules (n=3 ; ** p<0,01 ; * p<0,05 après t test). 
 
 
De plus, comme précédemment décrit (Venteicher et al., 2008), la perte de l’expression de la 
Reptine ou de la Pontine dans les HuH7 provoque une diminution d’expression d’environ 
75% de TERC, le composant ARN de la télomérase (Fig15). TERC étant une sous-unité 
essentielle à l’activité télomérase, il est possible que la sénescence observée lors de 
l’extinction de la Reptine soit liée à la diminution de son expression (Menard et al., 2010). 
 
 
Figure 15 L’expression de TERC est régulée par la Reptine, de façon dépendante de son activité 
ATPase. Les cellules HuH7 non transduites,  ou exprimant la Flag Reptine résistante au siR2 sauvage 
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(FRrR2) ou mutée D299N (FRD299NrR2) ont été transfectées avec les siRNA siGL2 (contrôle) ou 
siR2 (anti-Reptine). 72h après transfection, l’expression de TERC a été examinée par RT-qPCR sur les 
ARN issus de ces cellules (n=4 ; *** p<0,001 ; ** p<0,01 ; * p<0,05 après ANOVA et test 
Bonferroni). 
 
L’expression de TERT, l’enzyme reverse transcriptase de la télomérase, n’est en revanche pas 
modifiée après déplétion de la Reptine (non montré), contrairement aux résultats obtenus dans 
les cellules HeLa (Li et al., 2010; Venteicher et al., 2008), indiquant que la régulation de 
l’expression des sous-unités de l’holoenzyme télomérase par la Reptine et la Pontine diffère 
selon le type cellulaire. 
Alors que l’expression de TERC est restaurée en présence de la Flag Reptine sauvage 
résistante au siR2, elle ne l’est pas en présence d’un mutant inactif de la Reptine (D299N) 
résistant au siR2 (Fig14). Ce résultat montre que l’activité ATPase de la Reptine est 
nécessaire pour l’expression de TERC. Venteicher et al. avaient mis en évidence que le 
remplacement de la Pontine sauvage par un mutant de la Pontine (D302N) dépourvu 
d’activité ATPase provoquait une sous-expression de TERC, associée à une diminution 
significative de l’activité télomérase (Venteicher et al., 2008). L’ensemble de ces données 
indique que l’activité ATPase de la Reptine et de la Pontine est essentielle pour la régulation 





La Reptine et la Pontine régulent l’expression de l’oncogène STYK1. 
 
D’après les résultats de l’étude transcriptomique, le gène STYK1 (Serine Threonine Tyrosine 
Kinase 1) ou NOK (Novel Oncogene with Kinase-domain) est sous-exprimé après déplétion 
de la Reptine ou de la Pontine dans les HuH7. STYK1  a été identifié comme étant une 
serine/thréonine/tyrosine kinase putative appartenant à la famille des récepteurs à tyrosine 
kinase. Une étude a mis en évidence le rôle oncogénique de STYK1 dans des cellules 
murines. En effet, l’expression ectopique de STYK1 dans des cellules BaF3 entraine leur 
transformation et les rend capables de former des tumeurs quand elles sont injectées chez des 
souris immunodéprimées (Liu et al., 2004). De plus, STYK1 est surexprimé dans le cancer du 
poumon (Amachika et al., 2007), de l’ovaire (Jackson et al., 2009) et dans la leucémie aigüe 




Nous avons confirmé, par RT-qPCR, la sous-expression de STYK1 après déplétion de la 




Figure 16 La déplétion de la Reptine induit une sous-expression de STYK1 qui peut être reversée par 
complémentation de la Reptine endogène. Les cellules HuH7 exprimant un shRNA anti-Reptine 
inductible à la doxycycline (KR2) contrôles ou exprimant la Flag Reptine résistante au siR2 (KR2 
FRrR2) ont été traitées ou non à la doxycycline. Après 4 jours (pour les KR2), ou 14 jours (pour les 
KR2 FRrR2) de traitement,  l’expression de STYK1 a été examinée par RT-qPCR sur les ARN issus 
de ces cellules (n=4 ; * p<0,05 après ANOVA et test Bonferroni). 
 
STYK1 étant un oncogène surexprimé dans plusieurs cancers, nous avons voulu déterminer 
s’il pouvait être un intermédiaire dans les propriétés oncogéniques de la Reptine. Nous avions 
précédemment montré que l’extinction de la Reptine dans des cellules de CHC in vitro 
provoque un arrêt de la croissance cellulaire (Menard et al., 2010; Rousseau et al., 2007). 
Alors que la surexpression de STYK1 par elle-même n’a pas d’effet sur la croissance 
cellulaire, elle permet la restauration partielle de la croissance des HuH7 dans lesquelles 
l’expression de la Reptine a été diminuée (Fig 17). Ceci indique que STYK1 pourrait être 
nécessaire au rôle de la Reptine dans la croissance des cellules de CHC. Cependant, cette 








Figure 17  L’altération de la croissance provoquée par la déplétion de la Reptine peut être limitée par 
la surexpression de STYK1. Les cellules HuH7 exprimant un shRNA anti-Reptine inductible à la 
doxycycline (KR2) ont été ensemencées puis transfectées avec le vecteur pCDNA3 vide ou avec le 
vecteur pCDNA3-STYK1-HA. 24h après la transfection, les cellules ont été traitées ou non à la 
doxycycline. Les cellules adhérentes ont été comptées 1, 4, et 6 après ensemencement grâce à un 








































































Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie et est associé à 
un très mauvais pronostic. C’est aujourd’hui le 6ème cancer le plus fréquent dans le monde et 
la 3
ème
 cause de mortalité par cancer. Les mécanismes de l’hépatocarcinogénèse sont encore 
mal connus, mais la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques pourrait permettre 
d’améliorer l’efficacité des traitements contre le CHC. Dans notre laboratoire, une analyse 
protéomique a été menée dans le but d’identifier les protéines différentiellement exprimées 
dans le CHC par rapport au foie non tumoral. Cette étude a permis de mettre en évidence que 
l’expression de la Reptine était augmentée dans le CHC (Blanc et al., 2005). La surexpression 
de la Reptine et de sa principale protéine partenaire, la Pontine, a été confirmée dans un grand 
nombre de CHC, et leur surexpression a été associée à un mauvais pronostic (Haurie et al., 
2009; Rousseau et al., 2007). La Reptine et la Pontine sont des AAA+ (ATPases Associated 
with various cellular Activities) impliquées dans divers processus cellulaires, tels que la 
régulation de la transcription, le remodelage de la chromatine, la réparation des lésions ADN, 
ou encore l’activité télomérase. Grâce à une approche de déplétion par siRNA, notre équipe a 
mis en évidence leur implication dans la croissance et la survie des cellules de CHC in vitro 
(Haurie et al., 2009; Rousseau et al., 2007).  
 
Au cours de ma thèse, j’ai dans un premier temps contribué à démontrer les effets anti-
tumoraux de l’extinction de l’expression de la Reptine in vivo chez la souris. En effet, 
l’extinction de la Reptine par l’induction de shRNA suffit à arrêter la croissance de tumeurs 
déjà établies, et même à induire leur régression. De plus, nous avons mis en évidence que 
l’arrêt de la croissance tumorale observé était lié à une diminution de la prolifération 
cellulaire et à une induction massive de la sénescence. Ces résultats encourageants suggèrent 
que la Reptine pourrait être une cible thérapeutique dans le CHC.  
L’utilisation de siRNA en thérapeutique n’étant pas envisageable actuellement,  il parait plus 
pertinent de tenter de cibler la Reptine via son activité ATPase. Cependant, d’après les 
données de la littérature, toutes les fonctions de la Reptine  ne nécessitent pas son activité 
ATPase. Le principal objectif de ma thèse était donc de déterminer l’implication de l’activité 
ATPase de la Reptine pour ses propriétés oncogéniques dans le CHC. Nos résultats ont 
montré que des  mutants inactifs de la Reptine (D299N et E300G) ont un effet dominant 
négatif et ne sont pas capables de complémenter l’absence de la Reptine endogène, ce qui 
conduit à une diminution significative de la croissance des cellules HuH7 et Hep3B, et à une 
induction de l’apoptose. Ceci indique que l’activité ATPase de la Reptine est nécessaire pour 
la croissance et la survie des cellules de CHC.  
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Enfin, dans le but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui sont à l’origine des 
propriétés oncogéniques de la Reptine et de la Pontine dans le CHC, nous avons cherché à 
identifier de nouveaux gènes dont l’expression est régulée par la Reptine et/ou la Pontine. 
Pour cela, nous avons réalisé une étude transcriptomique sur la lignée de carcinome 
hépatocellulaire HuH7 après extinction de l’expression de la Reptine ou de la Pontine par 
siRNA. L’analyse biostatistique des puces Affymetrix a montré qu’en majorité, les gènes 
étaient spécifiquement régulés par la déplétion de la Reptine ou de la Pontine. Contrairement 
à ce qui avait été observé chez la levure (Jonsson et al., 2001), il existe donc une minorité de 
gènes régulés en commun par la Reptine et la Pontine dans nos conditions. Parmi les gènes 
dont l’expression est régulée par la déplétion de la Reptine, on trouve de nombreux gènes 
impliqués dans le phénotype différencié des hépatocytes, et notamment certains gènes cibles 
putatifs de HNF4α. Nous avons confirmé que la déplétion de la Reptine entrainait une sous-
expression de HNF4α, au niveau ARNm et protéique, ainsi que certains de ses gènes cibles 
putatifs (APOC3, APOM, SULT1E1, et ARG1). C’est la première fois qu’une interaction est 
mise en évidence entre la Reptine et HNF4α, mais ces résultats sont plutôt contre-intuitifs. En 
effet, alors que la Reptine est surexprimée dans le CHC et que sa surexpression est corrélée au 
grade des tumeurs, c’est exactement l’inverse pour HNF4α. On aurait donc pu s’attendre à 
une régulation négative de la Reptine sur l’expression ou l’activité de HNF4α. Il est peu 
plausible que HNF4α soit un acteur intermédiaire expliquant le rôle de la Reptine dans le 
CHC, c’est pourquoi nous avons préféré nous attacher à l’étude d’autres gènes régulés par la 
Reptine.  
 
Nous avons identifié deux gènes sous-exprimés en l’absence de la Reptine, et qui pourraient 
intervenir dans ses propriétés oncogéniques : STYK1 et MEP1A. STYK1 est un oncogène 
encore peu étudié, alors que MEP1A code la Méprine α, une protéase impliquée dans la 
migration et l’invasion des cellules tumorales. STYK1 et MEP1A sont surexprimés dans 
plusieurs cancers. Nous avons dans un premier temps confirmé leur sous-expression dans les 
cellules de CHC après déplétion de la Reptine. La suite de ce travail consistera à vérifier si 
ces gènes peuvent être des intermédiaires de la Reptine pour ses fonctions dans la croissance, 
l’apoptose ou la sénescence des cellules de CHC. Pour cela, nous avons prévu d’étudier ces 
paramètres dans des conditions où, en l’absence de la Reptine, l’expression de STYK1 ou 
MEP1A sera restaurée par transfection d’un plasmide contenant leur ADNc. Nous n’avons 
pour le moment réalisé qu’une seule expérience qui montre que la restauration de l’expression 
de STYK1 après déplétion de la Reptine conduit à la réversion partielle de l’arrêt de la 
croissance dans des HuH7. Ce résultat est encourageant mais demande à être reproduit pour 
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déterminer si STYK1 pourrait être impliqué dans le rôle de la Reptine dans la croissance des 
cellules de CHC.  
 
Par ailleurs, nous avons démontré dans les HuH7 que la Reptine régule l’expression de 
TERC, le composant ARN de la télomérase, ainsi que des cytokines CYR61 et AREG. La 
diminution de l’expression de TERC lorsque l’on déplète la Reptine peut être reversée par 
l’expression de la Reptine sauvage, mais pas par l’expression du mutant D299N, ce qui 
montre que la régulation de l’expression de TERC est dépendante de l’activité ATPase de la 
Reptine. TERC étant essentiel pour l’activité télomérase, il est possible que la diminution de 
son expression, lorsque l’on déplète la Reptine, soit suffisante à induire une sénescence liée à 
l’altération de l’activité télomérase. Nous avons d’ailleurs observé une induction massive de 
la sénescence in vitro et in vivo après déplétion de la Reptine dans les HuH7 (Menard et al., 
2010). Les cytokines CYR61 et AREG sont connues pour être impliquées de diverses 
manières dans le contrôle de la croissance cellulaire et de la sénescence. Selon les modèles 
cellulaires, elles peuvent agir aussi bien en tant que facteur de croissance que d'inhibiteur du 
cycle cellulaire. Nous avons confirmé la surexpression de CYR61 et AREG après déplétion 
de la Reptine. Afin de déterminer si ces gènes peuvent être impliqués dans le phénotype de 
sénescence observé après déplétion de la Reptine, nous allons tester la réversion de ce 
phénotype après extinction de l’expression de CYR61 ou AREG par siRNA dans les HuH7 
déplétées en Reptine. 
En plus de tester leurs implications dans les effets de la Reptine, il serait intéressant de savoir 
si, comme pour TERC, les gènes identifiés dans notre étude transcriptomique sont régulés par 
la Reptine de manière dépendante de son activité ATPase. 
 
Pour conclure, mon travail de thèse a permis de confirmer que la Reptine peut être une cible 
thérapeutique dans le CHC, et que son activité ATPase est nécessaire pour la croissance et la 
survie des cellules de CHC. De plus, la réalisation d’une étude transcriptomique nous a 
permis d’identifier des gènes dont l’expression est régulée par la Reptine et/ou la Pontine, et 
qui pourraient jouer un rôle dans leurs effets pro-oncogéniques. La Reptine et la Pontine sont 
surexprimées dans de nombreux autres cancers en dehors du CHC, ces résultats sont donc 
d’autant plus encourageants qu’ils pourraient avoir une portée assez large pour la 
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 Rôle de la Reptine dans le carcinome hépatocellulaire 
 
Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer primitif du foie et est associé à 
un très mauvais pronostic. Notre équipe a mis en évidence que la Reptine et la Pontine, des 
AAA+ ATPases homologues, sont surexprimées dans le CHC par rapport au foie non 
tumoral. Au cours de ce travail de thèse, j’ai contribué à démontrer que l’extinction de la 
Reptine par l’induction de shRNA suffit à arrêter la croissance de tumeurs déjà établies, et 
même à induire leur régression dans des xénogreffes chez la souris. Ces résultats 
encourageants suggèrent que la Reptine pourrait être une cible thérapeutique dans le CHC.  
L’utilisation de siRNA en thérapeutique n’étant pas envisageable actuellement,  il parait plus 
pertinent de tenter de cibler la Reptine via son activité ATPase. Le principal objectif de ma 
thèse était donc de déterminer l’implication de l’activité ATPase de la Reptine pour ses 
propriétés oncogéniques dans le CHC. Nos résultats ont montré que des  mutants inactifs de la 
Reptine (D299N et E300G) ont un effet dominant négatif et ne sont pas capables de 
complémenter l’absence de la Reptine endogène, ce qui conduit à une diminution significative 
de la croissance des cellules HuH7 et Hep3B, et à une induction de l’apoptose. Ceci indique 
que l’activité ATPase de la Reptine est nécessaire pour la croissance et la survie des cellules 
de CHC. Enfin, grâce à une étude transcriptomique, nous avons identifié de nouveaux gènes 
dont l’expression est régulée par la Reptine et/ou la Pontine. Parmi ces gènes, certains 
pourraient être impliqués dans les fonctions oncogéniques de la Reptine et/ou de la Pontine 
dans le CHC.  
Finalement, ce travail a permis de mettre en évidence l’implication de l’activité ATPase de la 
Reptine, et d’apporter des éléments permettant de mieux comprendre le mécanisme d’action 
de la Reptine dans le CHC. 
 
 
Role of Reptin in hepatocellular carcinoma 
 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main primary cancer of the liver and is often 
associated with poor prognosis. Our team has demonstrated that Reptin and Pontin, two AA+ 
ATPases, are overexpressed in HCC compared to normal liver. Moreover this overexpression 
is also associated with poor prognosis. In the course of my PhD, I demonstrated that shRNA-
mediated silencing of Reptin is sufficient to inhibit tumor growth and even can promote their 
regression in xenografted mice. These encouraging results suggest that Reptin might represent 
a novel therapeutic target in HCC. 
As the use of siRNA as therapeutic tools is still debated, the targeting of Reptin enzymatic 
activity might represent a more relevant approach to impair its functions. To this end I first 
proposed to determine the involvement of Reptin ATPase activity in HCC oncogenesis. My 
results show that ATPase inactive Reptin mutants (D299N and E300G) play dominant 
negative roles toward Reptin functions and are unable to complement for the depletion of 
endogenous Reptin, thereby leading to a significant decrease of cell growth and to a 
significant increase of apoptosis in HuH7 and Hep3B cells. These results show that Reptin’s 
ATPase activity is necessary for HCC cell growth and survival. Moreover, using a 
transcriptomic approach that compared gene expression upon siRNA-mediated Reptin or 
Pontin silencing, we identified specific genes whose expression is under the control of those 
proteins and whose functions might provide mechanistic explanation to Reptin’s involvement 
in HCC. 
Collectively, the results obtained during my PhD thesis have characterized the contribution of 
Reptin ATPase activity to HCC growth and development and might represent a founding step 
in the understanding of Reptin’s biology in cancer development. 
 
